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Die Wirkung von bestrahltem Ergosterin 
und Nebenschilddriisenhormon auf Gewebephosphatasen. 


Von 


Walter Heymann. 
(Aus der Universitatskinderklinik Freiburg i. Br.) 


(Bemerkungen zu den Arbeiten von Page, Reside, King und Baumgartner 
in dieser Zeitschr. 213, 170, 1929; 228, 171, 222, 1930.) 


(Eingegangen am 1, August 1930.) 


Wie es bei der menschlichen Spontanrachitis zur Hypophosphat- 
amie kommt, ist ein Kardinalproblem der Forschungen iiber die stoff- 
wechselchemische Pathogenese der rachitischen Ossifikationsstérung 
geworden. Beziehungen zu dem System der Phosphatasen wurden in 
den letzten Jahren von mehreren Forschern angenommen und waren 
Gegenstand eingehender Untersuchungen [Robison (1), Demuth (2), 
Jdger (3), Hentschel (4), Mai (5)|. Eine wesentliche Klarung des normalen 
oder gar des rachitischen Phosphatstoffwechsels wurde allerdings durch 
diese Arbeiten nicht erzielt. In der Entwicklung mebrjahriger Arbeit 
iiber diese Fragen habe ich (6) im letzten Jahre ausgedehnte Unter- 
suchungen iiber die quantitativen Verhaltnisse der Glycerophosphatase 
und der Hexosediphosphatase unternommen, die zum Teil inzwischen 
in der Zeitschrift fiir Kinderheilkunde zur Veréffentlichung gelangt 
sind. Die engen Beziehungen des P- und Ca-Stoffwechsels zu dem 
bestrahlten Ergosterin, die Wirkungen, die auBerdem das Collip- 
Hormon auf den Ca-Haushalt ausiibt, legten es nahe, den méglichen 
EinfluB dieser Stoffe auf die genannten Enzyme zu untersuchen. 

Page, Baumgartner und King, Page und Reside gingen diever 
Frage nach, indem sie Kaninchen mit den entsprechenden Substanzen 
vorbehandelten und deren Organe nach Tétung der Tiere dann quanti- 
tativ auf Glycerophosphatase untersuchten. Das bestrahlte Ergosterin 
gaben sie als Vigantol Merck in enormen Dosen (etwa 300 bis 1000 mg 
in 31 bis 96 Tagen) und erzielten in einer ersten Versuchsreihe den fiir 
diese Uberdosierung bekannten toxischen Effekt ausgedehnter Ver- 
kalkung in Arterien, Nieren, Magen, Lungen usw. Bei diesen Tieren 
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fand sich eine die Nieren, Darm wie Knochen in gleicher Weise be- 
fallende Abnahme der Glycerophosphatase. In spiteren Versuchen, 
ebenfalls unter Benutzung des Vigantol Merck in gleich hoher Dosierung, 
war die toxische Verkalkungswirkung nicht zu erzielen, und parallel 
damit fehlte auch die genannte Abnahme des Ferments, die in den 
friiheren Versuchen so auffillig gewesen war. Die genannten Autoren 
ziehen den SchluB, daB ,,Anderungen im Phosphatasegehalt nur statt- 
finden, wenn Wechsel im P-Ca-Gleichgewicht auftreten, und daB bei 
mit bestrahltem Ergosterin behandelten Kaninchen dieser Wechsel 
an dem sogenannten toxischen Faktor von Praparaten, die tiberbestrahlt 
sind, gebunden ist‘. 

Leider ist in den Arbeiten nicht angegeben, welche Ver- 
ainderungen die Blutkalk- und Phosphorwerte der getéteten Tiere 
auch der zweiten Versuchsreihe aufwiesen. Es ist aber nach den 
bekannten Tatsachen des Vigantoleinflusses auf diese Blutelektro- 
lyte anzunehmen, dais auch in der zweiten Arbeit die Vigantol- 
wirkungen auf Blut-P und -Ca vorgelegen haben werden, will man 
sich nicht auf ein absolut wirkungsloses Praparat berufen. Trotz- 
dem aber fanden sich in diesen Versuchen keine wesentlichen Ver- 
anderungen im Gehalt der Organe an Glycerophosphatasen. Es mub 
also —- will man nicht ein, wie schon erwahnt, wirkungsloses Vigantol- 
praiparat fiir die zweite Versuchsreihe annehmen — doch ein ,,Wechsel 
im P-Ca-Gleichgewicht‘* angenommen werden, der ohne auf diesem 
Wege — nachweisbare Phosphatasewirkung einherging. 

Meine eigenen Versuche zu dieser Frage, die an Ratten gemacht 
wurden, und sowohl Glycerophosphatase wie Hexosediphosphatase 
beriicksichtigten, geben eine gleichsinnige Antwort. Unabhangig von 
den Arbeiten der genannten Autoren unternommen, erginzen sie 
deren Befund dadurch, daB sie die mégliche Beeinflussung der Phosphatasen 
im Reagenzglasversuch untersuchten. 

Unmittelbar vor der Exposition der Ansitze wurde das Vigantol in 
der in Tabelle I angegebenen Konzentration zu lccm Fermentlésung 
+ Leem Substrat (2°, glycerinphosphorsaures Natrium-Riedel, 2°, 
hexosediphosphorsaures Natrium-I. G. Farben) zugesetzt; in weiteren Ver- 
suchen wurden die Fermentlésungen vor Zusatz des Substrats wie in 
Tabelle II in flachen Petrischalen mit Héhensonne bestrahlt. Die sonstige 
Methode ist die gleiche gewesen, wie sie in der Zeitschr. f. Kinderheilkde. 49, 
1930, vierte Mitteilung ausfiihrlich beschrieben worden ist. 


Es ist nach diesen Versuchen eindeutig anzunehmen, daB bestrahltes 
Ergosterin in vitro auf die Glycerophosphatase wie auf die Hexosedi- 
phosphatase, gleich welchen Organs sie entstammen, keine Wirkung hat. 

Die in 6 von 15 Versuchen festzustellende Hemmung der Fermente 
durch Hdéhensonnenbestrahlung ist demnach nur mit Vorsicht zu 
bewerten, da die Bestrahlungseffekte von Fermentlésungen mit ultra- 
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Tabelle I. 


EintluB von Vigantol auf Organphosphatasen der Ratte in Einheiten!'. 





Glycerophosphatase Hexosediphosphatase 


Organ Konzentration 


ohr e mit . . j ‘ol ne mit 
Vigantol Vigantol Differenz \ omnted Vigantol Differenz 

Niere ... 8,0 9,7 + 1,7 21,0 18,2 28 +1 Tropfen 

4,7 3.6 —1,1 17,9 16.3 — 1.6 +2 * 
Dinndarm 62,0 62,0 0,0 81 78 3 +1 ‘. 

12,7 14.6 +19 18,1 19.3 + 1.2 }+- 2 
Stuhl -— - - 65,0 63.4 1,6 +2 

769 779 +10 | 82.1 79.8 93 | +2 

13,0 13,9 0.9 47,7 44.5 3,2 +2 

20,8 22,1 +13 53.1 56,3 +32 +2 
Knochen . 4,2 3.1 — 1,1 13,0 16,0 +30 | +2 

15,8 12,3 — 3.5 16,7 16,7 0.0 +2 a 

Tabelle II. 


Eintlu8 von 


Hohensonnenbestrahlung auf Organphosphatasen der 


in Kinheiten. 


tatte 





Organ 


Glycerophosphatase 


Hexosediphosphatase 


Dosierung 


“ohne mi Ditfe- ~ ohne mit Diffe- To Bestrahlungs- 
H. H. renz H. H. renz am dauet 
Dinndarm. 49,5 38,4 11,1) 56.2 | 43,0 13,2) 75em 20 Minuten 
57 63 + 6 70 68 2 75 20 
55 52 3 63 63 0 75 30 
Niere . 18,2 98 — 84) 252 | 19,8 |— 5,4) 75 , 30 ” 
5,1 64 + 1,3) 174 21.6 4+ 4,2) 75 , 30 
17,4 138 — 36 36 26,6 — 9,4) 75 20 
Leber . 1,4 0 — 14 191 7.0 —12,1) 75 20 i 
Serum .. 0 0 0 16,0 98 — 62) 75 , 20 


violettem Licht sicher noch in anderer Richtung zu suchen sind, als 
in der Aktivierung unbestrahlten Ergosterins. Ich méchte es daher 
nicht wagen, die nur inkonstant feststellbare Hemmung der Glycero- 
phosphatase und Hexosediphosphatase durch Héhensonnenbestrahlung 
auf diesen bekannten PartialeinfluB der ultravioletten Strahlen zuriick- 
zufiihren. 

Damit ist aber die Frage nach der Bedeutung der Organphospha- 
tasen fiir das Zustandekommen der durch Vigantol und Héhensonne 


1 Als eine Einheit habe ich (6) die Spaltung derjenigen Menge an 
organischen Phosphors bezeichnet, die dem !/, 9, Teil des in Esterbindung 
angebotenen Phosphats entspricht; und zwar durch 1 ccm Fermentlésung 
(Organ 1:20) nach Zusatz von lLecm 2° igen Substrats, in einem 


Glykokollpuffer eines pq von 7,7, wihrend 2 Stunden bei 38°. 
l * 
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erzielbaren Verdnderungen im P- und Ca-Stoffwechsel noch nicht 
erledigt. Zurzeit noch in Gang befindliche Untersuchungen werden 
moglicherweise weitere Klarung bringen und nach ihrer Beendigung in 
der Zeitschrift fiir Kinderheilkunde veréffentlicht werden. 

Als weitere Erganzung der Arbeit von Page zur Wirkung des 
Collip-Hormons auf die Glycerophosphatasen, die er in gleicher Weise 
am Kaninchen in vivo untersuchte, méchte ich noch meine Versuche 
in vitro erwahnen. 

‘Das Nebenschilddriisenhormon wurde ebenfalls als Parathormon Lilly 
benutzt, mit demselben Glykokollpuffer (py: 7,7) verdiinnt, der zur Her- 
stellung der Fermentlésungen diente, und 0,2 Einheiten Hormon auf 
2,0 Ansatz (1 cem Enzymlésung + 1 ecem Substratlésung) gegeben. 


Tabelle ITI. 


Einflu8 von Parathormon Lilly auf Organphosphatasen der Ratte in 














Einheiten. 
Glycerophosphatase Hexosediphosphatase 
— | a |= 1, =| = 

Parathorm. Parathorm, Differenz | parathorm. Parathorm, Differenz 
Niere . 3,2 4,3 + 1,1 14,4 15,3 + 09 
7,7 5,9 —1,8 17,9 3.3 — 14.6 
8,0 | 2.3 — 0,7 16,3 9,0 — 7,3 
Diinndarm .. 43,3 44.6 + 1,3 56,5 57.7 + 1,2 
25 21 — 4,0 34 28 — 6,0 
20,4 17,2 — 3,2 14,7 13,4 — 13 
47,8 51,4 + 3,6 41,8 42.4 + 0,6 
Knochen ... 10,8 2,3 — 8,5 8.5 4,7 — 08 
13,2 8,0 — 5,2 10,4 2.8 — 7,6 
3.0 0 — 3,0 14 2,3 — 11,7 

8.0 0 — 80 23 13 — 10 


Interessanterweise decken sich diese Ergebnisse im wesentlichen 
mit den Befunden von Page. Eine konstante Hemmung der Glycero- 
wie der Hexosediphosphatase der Knochen, auch im Reagenzglasversuch, 
die in gleicher Weise weder Nieren noch Diinndarmphosphatasen befallen. 
Wenn auch in den Versuchen von Page eine deutliche Hemmung der 
Nierenglycerophosphatase um 17°, gegen eine solche von allerdings 
35°, im Knochen festzustellen ist, so muB diese Wirkung des Neben- 
schilddriiseninkrets auf Knochenglycerophosphatasen und, wie aus 
meinen Versuchen hervorgeht, auch auf die Hexosediphosphatase der 
Knochenepiphysen als sehr bemerkenswert festgestellt werden. Fiir 
die Beeinflussung des Ca-Stoffwechsels durch das Parathyreoidhormon 
kann man daher diese Fermentbefunde im Knochen schon heute als be- 
deutungsvoll ansehen, wihrend die Beeinflussung des Ca- und P-Stoff- 
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wechsels durch bestrahltes Ergosterin (zum mindesten in den nicht toxischen 
Dosen) heute noch nicht auf eine Beeinflussung der Phosphatasen zuriick- 
gefiihrt werden kann. 

Zusammenfassung. 

Es werden Untersuchungen mitgeteilt, die den EinfluB von be- 
strahItem Ergosterin, Héhensonnenbestrahlungen und Collip-Hormon 
auf die Glycero- und Hexosediphosphatasen von Rattenorganen in 
vitro untersuchen sollten. Wéhrend in der benutzten Versuchsanordnung 
Vigantol mit Sicherheit ohne jeden Effekt auf die genannten Fermente 
blieb, trat in 6 von 15 Versuchen unter Ultraviolettlichtwirkung eine 
Fermenthemmung auf. Diese kann jedoch nicht sicher auf eine Sterin- 
aktivierung bezogen werden. Beide Enzyme der Knochenepiphysen 
werden auch im Reagenzglasversuch durch das Nebenschilddriisen- 
inkret gehemmt. 


Literatur. 


1) Robison, Biochem. Journ. 18, 20, 21, 23, 1925 bis 1929. 2) Demuth, 
diese Zeitschr. 159, 415, 1925; 166, 162, 1925. 3) Jager, Zeitschr. f. Kinder- 
heilkde. 44, 1927. — 4) Hentschel u. Zéllner, ebendaselbst 44, 1927. 

5) Mai, ebendaselbst 45, 1928. 6) Heymann, ebendaselbst 45, 46, 
1928; 49, 1930. 














Glykolyse und Phosphorsiureumsatz in den Blutzellen 
verschiedener Tiere. 


Von 


W. A. Engelhardt (z. Z. in Kasan) und M. Ljubimowa. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Volkskommissariat fiir Gesundheits- 
wesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 5. Juli 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Suspendiert man rote Blutkérperchen in glucosefreier Ringerlésung, 
so 1aBt sich ein stetiger Zuwachs an anorganischer Phosphorsiure feststellen. 
Dasselbe laBt sich auch in Gegenwart von Glucose beobachten, wenn die 
Glykolyse verhindert ist (Zusatz von Fluorid, Haimolyse). Sind aber die 
Bedingungen fiir die Glykolyse gegeben, so vermindert sich der Phosphor- 
siurezuwachs; unter physiologischen Bedingungen (z. B. im extravasierten 
Blut) bleibt wahrend der Glykolyse der Phosphorsauregehalt lange Zeit 
unverandert'!, bei gewissen kiinstlichen Eingriffen (CO,-Entfernung, Ver- 
schiebung des pq) kann sogar eine Abnahme vorhandener oder zugesetzter 
Phosphorsiure stattfinden (Lawaczek*, Bierry und Moquet®, Jost*, Rona 
und Iwasaki5, Roche und Roche®, Martland und Robison’). Die Ver- 
minderung des Phosphorsiurezuwachses bei der Glykolyse ist nicht auf eine 
Hemmung der Hydrolyse vorhandener Phosphorséureverbindungen zuriick- 
zufiihren, sondern mu8 dadurch erklirt werden, daB als Resultat der Glyko- 
lyse die abgespaltene Phosphorséure wieder gebunden wird und nicht frei 
erscheint. Es ist also die Phosphorsaure bei der Glykolyse im Blute ebenso 
beteiligt wie beim Kohlenhydratabbau in anderen Zellen (Hefe, Muskel). 
Es kann die Glykolyse auf Kosten der in den Erythrocyten selbst hydro- 
lytisch frei werdenden Phosphorsiure verlaufen, wie wir dies bei der Hefe 
sehen und wie Virtanen® auch bei der Dioxyacetonvergirung beobachtete. 





! SS. Morqulis u. O. Barkus, Journ. of biol. Chem. 65, 1, 1925. 

H. Lawaczek, diese Zeitschr. 145, 351, 1924. 

H. Bierry et L. Moquet, C. R. Soc. Biol. 91, 250, 1924; 92, 593, 1925. 
H. Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 171, 1927. 

P. Rona u. K. Iwasaki, diese Zeitschr. 184, 318, 1927. 

A. Roche u. J. Roche, Bull. Soe. Chim. biol. 11, 549. 1929. 
Martland, Robison, Hansmann, Biochem. Journ. 18, 765, 1152, 1924: 
17, 1925 

A Virtanen, H. Karstrém u.O. Turpeinen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
187, 7, 1930. 
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Nachdem diese Beziehungen in der Arbeit von Engelhardt und 
Braunstein’ am Kaninchenblut und mehr qualitativ festgestellt 
worden sind, sollten in vorliegender Arbeit die Untersuchungen auf 
Blutkérperchen anderer Tierarten ausgedehnt werden; als weiteres 
Ziel stellten wir uns, gewisse Aufschliisse tiber die quantitativen 
Verhaltnisse zwischen der bei der Glykolyse  verschwindenden 
Zuckermenge und der Menge der dabei gebundenen Phosphorsaure 
a gewinnen. 

Eine richtige Vorstellung zu erhalten tiber den Umfang der bei der 
Glykolyse stattfindenden Umsetzungen der Phosphorsdure ist nur 
méglich, wenn man die Menge der wahrend der Versuchszeit in der 
Zelle selbst auftretenden Phosphorséiure in Betracht zieht. Tut man 
dies nicht, so kann man leicht zum SchluB gelangen, daB die 
Phosphorsiure iiberhaupt bei der Glykolyse nicht beteiligt ist (vgl. 
z. B. Morgulis und Barkus, |. c.). Als MaB dieser Phosphorsiure- 
bildung dient uns die Menge Phosphorsiure, die in Abwesenheit 
von Glykolyse aus den Zellbestandteilen freigesetzt wird. Es kann 
die Glykolyse auf verschiedene Weise ausgeschlossen werden: einmal 
durch Entfernung des Substrats (Auswaschen mit  glucosefreier 
Ringer - Losung), oder durch Zusatz von Fluorid, oder durch Zer- 
stérung der Zellstruktur (Haimolyse). Doch hat es sich in zahlreichen 
Versuchen erwiesen, daB die Hamolyse an und fiir sich, auch in 
Abwesenheit von Glucose, die Phosphorséureabspaltung stark beein- 
fluBt. Uber die Ursache der Beeinflussung soll spater berichtet 
werden, es seien hier als Beispiel die Resultate eines solchen Versuchs 
angefiihrt (Tabelle I und Abb. 1). 


mg P 
3250 5 





4200 






Q750 








3. ¢ 5S 6 7 Stunden 


Abb. 1 
Phosphorsiureabspaltung in Kaninchenerythrocyten. I Intakt. I] Himolysiert 


1 W. A. Engelhardt u. A. E. Braunstein, diese Zeitschr. 201, 48, 1928. 
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Tabelle I. 


Phosphorsaéureabspaltung in intakten und in hamolysierten Kaninchen- 
erythrocyten. — Die Blutzellen mit glucosefreier Ringerl6sung gewaschen, 
in derselben Losung suspensiert. Die eine Probe durch wiederholtes Er- 
frieren und Wiederauttauen himolysiert. Phosphorsiure in Milligramm P 
pro Kubikzentimeter Blutzellen (Hamatokritwert) ausgedriickt. 





Zeit : 0 1 2 3 4 5 6 7 Std. 
Probe H, PO, in mg P pro cem Zellen 
Intakt. . . | 0,0 0,023 0,988 | 0,185 O191 0,205 0,235 | 0,235 


Hamolysiert | 0,008 0,066 6,084 O01 O07 0,105 0,105 0,109 


Auch Fluorid iibt einen starken EinfluB8 auf die Phosphorsaure- 
abspaltung aus (vgl. z. B. Lippman'). Es blieb somit nur der erste 
Weg iibrig: Entfernung der Glucose durch Auswaschen. 


Methodik. 


Defibriniertes Blut wurde an der Zentrifuge zwei- bis dreimal mit dem 
mehrfachen Volumen glucosefreier Ringerlésung ausgewaschen. Zu jedem 
Versuch wurden zwei Proben angestellt — die eine mit, die andere ohne 
Glucose. Es kamen in zwei kleine Probierréhren je 0,5 cem Blutkérperchen, 
dazu in der einen Probe 1 ccm Ringerlésung ohne Glucose, in der anderen 
1 eem derselben Lésung mit Zusatz von 0,2°, Glucose. Es wurden sofort 
Proben von 0,6 ccm Reaktionsgemisch (= 0,2 cem Erythrocyten) entnommen 
und mit 5,4 cem 5,5°,iger Trichloressigsiure enteiweiBt. 1 ccm des eiweib- 
freien Zentrifugats diente zur P-Bestimmung (nach Kuttner und Cohen?), 
in zwei Portionen zu 2cem wurde der Zucker (nach Hagedorn-Jensen) 
bestimmt. Eine kleine Menge des Reaktionsgemisches diente zur Bestimmung 
des Zellvolumens (am Hamatokrit), der Rest kam gut verkorkt in den Brut- 
schrank. Nach 4 Stunden wurde genau ebenso verfahren, und so der Zucker- 
schwund (Glykolyse), die Phosphorsiureabspaltung, und die Phosphor- 
siurebindung bestimmt. Alle Resultate sind in Milligramm Glucose (Zucker- 
schwund) bzw. Milligramm P (Phosphorsaiurezuwachs, gebundene Phosphor- 
siure) pro Kubikzentimeter Blutzellen (Hamatokritwert) ausgedriickt. 


Die Differenz der Reduktionswerte in der glucosehaltigen Probe zu 
Beginn und am Ende des Versuchs gab den Zuckerschwund an. Ver- 
anderungen des Reduktionswerts in der glucosefreien Probe (Rest- 
reduktion) waren, wenn iiberhaupt vorhanden, so gering, daB sie 
vernachlassigt werden konnten (Benedict und Newton® beobachteten im 
Schafsblut eine Abnahme der Restreduktion tiber Nacht von etwa 
8 mg-°,,; fiir unsere Versuchsdauer vier Stunden — wiirde das bloB 
etwa 1 bis 2 mg-°,, entsprechen). Die Differenz der End- und Anfangs- 
werte des Phosphorsaiuregehalts in der glucosefreien Probe gibt das 


' Lippman, diese Zeitschr. 196, 3, 1928. 
2 T. Kuttner u. H. Cohen, Journ. of biol. Chem. 75, 517, 1927. 
3 St. Benedict u. E. Newton, ebendaselbst 88, 361, 1929. 
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MaB der spontanen hydrolytischen Phosphorsiéureabspaltung in den 
Blutzellen. Wir nehmen an, dal mit derselben Geschwindigkeit Phos- 
phorsaure auch in der glucosehaltigen Probe gebildet wird, doch ist hier 
der tatsichlich zu beobachtende Zuwachs viel geringer, weil gleichzeitig 
infolge der Glucose Phosphorsdure wieder gebunden wird. Die Differenz 
der Phosphorsiure-Endwerte in den glucosefreien und den glucose- 
haltigen Proben zeigt an, wieviel Phosphorsadure wieder in gebundenen 
Zustand iibergefiihrt worden ist als Resultat des stattgefundenen 
Zuckerzerfalls. Driicken wir die Mengen verschwundenen Zuckers und 
gebundener Phosphorsdure in Molen aus, so ergibt der Quotient 
Mol. gebundene Phosphorséure 
Mol. verschwundener Zucker 
die Menge Phosphorsaure, die pro Molekiil verschwundenen Zuckers in 
organische Bindung iibergefiihrt worden ist. 
Der von uns zw) Ermittlung des Quotienten angewandten Berechnungs- 


weise liegt eigentlich dasselbe Prinzip zugrunde wie bei der Berechnung 
des Meyerhof-Quotienten. Dort haben wir: 
Mol. am Entstehen verhinderte (zuriickverwandelte) Milchsiéure, 
Mol. veratmeter Zucker 
bei unserer Berechnung: 


Mol. am Entstehen verhinderte (zuriickverwandelte) Phosphorsiure 





Mol. verschwundener Zucker 

Es wire vielleicht besser,,die Berechnung nicht aut den gesamten ,,ver- 
schwundenen* Zucker zu beziehen, sondern auf ,,gespaltenen Zucker“, 
d. h. auf gebildete Milchséiure. Das konnte in dieser Untersuchung, die als 
orientierende betrachtet werden mu, nicht getan werden. 

Vorversuche haben gezeigt, da das Auswaschen der Blutzellen 
weder die glykolytische Fahigkeit noch die Phosphorséiureabspalt ung 
merklich beeinfluBt (siehe Tabelle I). 


Tabelle 11. 


Einflu8 des Auswaschens der Blutzellen. Kaninchenerythrocyten, Aus- 
waschen mit glucosefreier Ringerlésung. In Probe 4 Phosphat zugesetzt 
bis zum Gehalt von etwa 3 mg-®,,. 





Zuckerschwund Phosphorséurezuwachs, 


Probe Auswaschen mg pro ecm mg P pro cem Zellen 
slutzelle 
Nr. Blatzellon ohne Glucose mit Glucose 
1 Nicht gewaschen 1,55 0,225 0,073 
2 Zweimal gewaschen 1,53 0,248 0,986 
3 Viermal ‘. 1,65 0,266 0.082 
4 Phosphat zugesetzt 1,87 — 


In unseren Versuchen verlief die Glykolyse nur auf Kosten der 
jeweils in den Erythrocyten selbst entstandenen Phosphorsaure. 








| 
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Wie aus Tabelle II, Versuch 4, ersichtlich ist, verursacht Phosphatzusatz 
eine gewisse Beschleunigung der Glykolyse, doch ist diese Beschleunigung 
gering (etwa 10 bis 15°,,); Irving! konnte sie iberhaupt nicht beobachten. 
Da die Erythrocyten verschiedener Tierarten recht verschiedene 
Permeabilitat gegeniiber sowohl organischen Verbindungen wie auch 
gegeniiber anorganischen Ionen aufweisen”, so kénnte durch Zusatz von 
Phosphat eine schwer berechenbare Variable eingefiihrt werden; des- 
wegen wurden alle Versuche mit phosphatfreier Ringer-Lésung angestellt. 

Die in unserer Versuchsanordnung erhaltenen Resultate sind gut 
reproduzierbar, wie Tabelle II] lehrt: 


Tabelle 111. 
Ausgewaschene Kaninchenerythrocyten. Vier Parallelversuche mit ein 
und demselben Blute. 





Zucker- H; PO,-Zuwachs, mg P Lt Mol P gebunden 
— sehwund ohne Glucose mit Glucose % b) Mol Zucker ver- 
Nr. mg a b mg P schwunden 
1 0,82 0,219 0,121 0,098 0,68 
2 0,93 0,230 0,116 0,114 0,70 
3 0,87 0,223 0,120 0,103 0,65 
4 0,86 0,223 0,116 0,107 0,67 


Versuchsergebnisse. 


Die an Blutkérperchen verschiedener Tierarten erhaltenen Resultate 
sind in Tabelle ITV zusammengestellt und in Abb. 2 wiedergegeben. 
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Abb. 2. 


(j-Phosphors&ureabspaltung (glucosefreie Probe; mg P pro cem Zellen in 4 Std.). 
@-Zuckerschwund (mg Glucose pro cem Zellen in 4 Std.). 
Rechtecke — Mittelwerte: Pfeile — individuelle Schwankungen. 


1 J. Irving, Biochem. Journ. 20, 1320, 1926. 
2 R. Mond u. H. Gertz, Piliigers Arch. 221, 623, 1929. 
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Tabelle 1V. 





Zuckerschwund 


ng 


0.0 

0,45 
019 
0,51 


Mittelwert: 0,38 


0,75 
0,90 
0.98 


Mittelwert: 0,88 


0,73 
0,74 
1,49 
0,99 


Mittelwert: 0.99 


0,85 
1.06 
1,14 
0,78 


Mittelwert: 0,96 


+ 0,29 
+ 0,16 
+ 0.18 
+ 0,07 


Mittelwert: + 0,18 


1,81 
1,11 
1,27 
1,23 
1,00 


Mittelwert : 1,28 . 


W.E. 1,74 
M.L. 1,82 
F.Z. 1,1 
J.B. 1,20 
Ww. WwW. 1,47 
L.S. 1,35 
S. B. 0,98 
S.M. 1,04 


Mittelwert: 1,38 


Hz PO,-Zuwachs, mg P 


ohne Glucose 


0,023 
0.019 
0,022 
0,017 


0,020 


0,027 
0,045 
0,052 


0,042 


0.059 
0.051 
0.049 
0,042 


0,048 


0.093 
0,102 
0.093 
0,073 


0,090 


0,077 
0,118 
0.096 
0,099 


0,098 


0.181 
0,169 
0,182 
0,188 
0,231 


0,190 


0,176 
0.156 
0.153 
0.163 
0,219 
0,274 
0,171 
0,149 


0,184 


mit Glucose 


Rind. 
0,004 
0.007 
0.002 
0.001 


0,003 


Ziege. 
0,003 
0,016 
0.016 


0,011 


Pferd. 
0,019 
0,008 
0,016 
0.011 


0,014 


Hund. 
O.OL0 
0.013 
0,001 
0,007 


0,008 


Schwein. 
0.0858 
0.118 
0,099 
0,092 


0.099 


Meerschweinchen. 
0,118 
0.004 
0,007 
0,053 
0.015 
0,019 


Mensch. 
0,011 
0.004 
0,010 
0,027 
0.039 
0,040 
0.010 
0.005 


0,018 


Gebunden 


P mg 


0.019 
0,012 
0,020 
0.016 


0.017 


0.027 
0,029 
0,036 


0,031 


0,031 
0,043 
0,033 
0,031 


0,034 


0.083 
0,089 
0,092 
0,066 


0,082 


— 0.011 
0.0 

— 0,003 
0.007 


— 0,001 


0,163 
0,165 
0175 
0.135 
0,216 
0,171 


0,165 
0,152 
0,143 
0,136 
0,180 
0,234 
0.161 
0,144 


0.164 


Mol P gebunden 


Mol Zucker ver- 
schwunden 


0.14 
O61 
O18 


O31 


0.21 
0.19 
0,20 


0.20 


0,25 
0,34 
0.13 
0,18 


0,22 


0,58 
0.48 
0,47 
0,50 


0.51 


0,55 


0.58 
0,62 
0.69 
1,01 
0.95 
0.80 


0,71 
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Tabelle IV (Fortsetzung) 





. all achs y Mol P get y 
Zuckerschwund Hg PO, ZUM etces Burs. Po Gebunden : 4. gouneen 
; * Mol Zucker ver- 


mg ohne Glucose mit Glucose P mg schwunden 
Kaninchen. 
1.79 0,283 0,074 0,209 0,68 
1,59 0,269 0,060 0,209 0,77 
2,15 0,264 0,091 0,173 0,47 
1.99 0,282 0,080 0,202 0,65 
1,73 0,291 0,100 0,191 0.64 
1,46 0,355 0,100 0,255 1.01 
1,81 0,283 0,049 0,234 0,75 
1.88 0,337 0.103 0),234 0.76 
1,85 0,300 0,108 0,192 0.59 
1,46 (0,242 0,058 0,184 0,73 
1,67 0,249 0,075 0,174 0,61 
1,85 0,237 0,055 0,182 0.57 
1,33 0,334 0,086 0,248 1,08 
1,09 0,290 0,160 0,130 0,70 
1,92 0,228 0,070 0,158 0,48 
1,92 0,292 0,116 0,176 0,54 
1,83 0,224 0,077 0,147 0,47 
1,48 0,252 0,066 0,185 0,73 
Mittelwert: 1,71 0,278 0,085 0,193 0,64 


Aus den Zahlen der Tabelle ist ersichtlich, daB sowohl in bezug auf 
Phosphorsaureabspaltung wie auch nach der glykolytischen Fahigkeit 
die Blutkérperchen verschiedener Tiere sehr groBbe Unterschiede auf- 
weisen. Die Phosphorsiureabspaltung ist am geringsten in den Blutzellen 
von Rind, Ziege und Pferd; es wird hier pro Kubikzentimeter Zellen und 
Stunde weniger als ein Hundertstel Milligramm P abgespalten. Dann 
folgen die Erythrocyten von Schwein und Hund mit einer Abspaltung 
von etwa 0,025 mg P pro Kubikzentimeter und Stunde. Beinahe 
doppelt so viel wird in den Blutzellen von Meerschweinchen und 
Mensch abgespalten und am héchsten ist die Phosphorsiureabspaltung 
in den Kaninchenerythrocyten, wo sie im Mittel ungeféhr 0,07 mg 
P pro Kubikzentimeter und Stunde betrigt. 


Diese verschiedene Intensitaét der Phosphorsaiureabspaltung kann 
entweder auf einen verschiedenen Gehalt an vorhandenen Phosphor- 
siureverbindungen oder aber auf verschiedenen Gehalt an Phosphatase 
zuriickgefiihrt werden. Wertvolle Angaben iiber den Gehalt an Phosphor- 
siureverbindungen in den Blutzellen verschiedener Tiere finden wir bei 
Kay'. Nach dem ,,P-Index* (Milligramm organischer P in 100 cem 
Erythrocythen) lassen sich die verschiedenen Tiere folgendermaBen 
einreihen: 


1 H. Kay, Journ. of. Physiol. 65, 374, 1928. 
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Tierart: 
Ziege < Rind < Schaf < Katze < Pferd < Hund < Mensch < 
P-Index : 
10,3 10,5 13,5 22 49 bl 53 
Tierart: 
< Meerschweinchen <. Ratte < Kaninchen < Schwein 
P-Index : 
63 73 86 97 
Vergleicht man die zwei Reihen: 
> Gehalt an gebundenem PF (Kay): 
Ziege, Rind < Pferd, Hund, Mensch < Meerschweinchen < Kaninchen < Schwein 
Intensitat der P-Abspaltung: 
Rind < Ziege, Pferd < Hund, Schwein < Meerschweinchen, Mensch < Kaninchen 


so fallt sofort der weitgehende Parallelismus auf. DaB aber nicht nur der 
Gehalt an Phosphorsdureverbindungen maBgebend ist, ist am Beispiele 
der Schweineerythrocyten zu ersehen. Beim weitaus héchsten Gehalt an 
organischem P nehmen diese Blutzellen in unserer Reihe nur eine mitt- 
lere Stellung ein. 

Es sei bemerkt, daB auch nach ihrer Permeabilitat die Blutzellen ver- 
schiedener Tierarten sich ahnlichermaBen einreihen lassen (Mond und 
Gertz, |. c.): Rind, Ziege < Pferd < Schwein < Mensch; Byrom und Kay! 
geben an, da die osmotische Resistenz der Erythrocyten in derselben Reihe 
ansteigt, wie der Gehalt an organischen P-Verbindungen. 

Die Einreihung der einzelnen Tierarten nach der glykolytischen 
Fahigkeit ihrer Blutzellen stimmt vollkommen mit den Angaben 
anderer Autoren iiberein (A. Loeb?, Barron und Harrop’, E. Riiter*), 
Es 1aBt sich im allgemeinen ein weitgehender Parallelismus zwischen der 
Intensitat der Phosphorsiureabspaltung und der Glykolyseintensitat 
beobachten. Eine merkwiirdige Ausnahme bilden Schweineerythrocyten : 
bei ziemlich hoher P-Abspaltung erwiesen sie sich als vollstandig unfihig, 
Zucker zu spalten; in unseren Versuchen konnte man eventuell sogar 
eine Zunahme des Reduktionsvermégens beobachten, allerdings nur 
kaum die Fehlergrenze der Bestimmung iiberschreitend. Da das 
Schweineblut unfahig ist, Zucker zu spalten, haben auch Loeb (1. c.) 
und Riiter (1. c.) hervorgehoben. Es bleibt bis auf weitere in Aussicht 
genommene Versuche unentschieden, wodurch das Fehlen der glyko- 
lytischen Fahigkeit verursacht ist. Vielleicht haben wir hier mit einem 
unvollkommenen Fermentsystem zu tun, etwa einer Art natiirlicher 


1 Byrom u. Kay, Brit. Journ. exper. Pathol. 9, 243, 1925. 

2 4. Loeb, diese Zeitschr. 49, 413, 1913. 

3G. Barron u. A. Harrop, Journ. of biol. Chem. 79, 65, 1928. 
4 E. Riiter, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 37, 151, 1928. 
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Apozymase. Es wird sicherlich interessant sein, das Verhalten der 
Schweineerythrocyten gegeniiber phosphoryliertem Zucker zu unter- 
suchen, wie dies in den grundlegenden Untersuchungen aus Neuhbergs 
Institut mit kiinstlicher Apozymase getan wurde. 

Was nun die Zahlen der letzten Spalte der Tabelle IV _ betrifft, 


Mol. P gebunden 


namlich des Quotienten , so muB vor allem 


Mol. Zucker verschwunden 

betont werden, daB diesen Zahlen keine allzu grobe Bedeutung als 
absoluten Werten zugeschrieben werden kann. Die Werte sollen ener 
eine Vorstellung von der GréBenordnung geben. Wir halten es nicht fiir 
méglich, irgendeine volistandige Bilanz aufzustellen, wenigstens an 
Hand des gegenwartigen Versuchsmaterials, schon wegen der groben 
individuellen Schwankungen, die sogar unter den Vertretern ein und 
derselben Klasse vorkommen. AuBerdem urteilen wir iiber die Menge 
»verschwundenen Zuckers‘‘ nach der Abnahme der Reduktionsfahigkeit. 
Wenn nun die bei der Glykolyse ,,gebundene* Phosphorsaure an einen 
Rest des Zuckermolekiils gebunden wird (was uns tibrigens nicht absolut 
notwendig erscheint — es kénnte sich prinzipiell z. B. um Bildung von 
Pyrophosphat handeln), so wissen wir nicht, ob nicht diese Verbindung 
noch reduzierende Eigenschaften besitzt. Das wiirde die ganze Be- 
rechnung auBerordentlich komplizieren. Wir nehmen einfach an, 
daB bei der Glykolvse keine reduzierenden Intermediarprodukte ent- 
stehen und da der ,,verschwundene*‘ Zucker entweder zu Milchsaure 
oder zu nichtreduzierenden Phosphorséureverbindungen verwandelt 
wird. 

Nach der GréBe des Quotienten kann man die untersuchten Tier- 
arten in zwei Gruppen einteilen: einerseits haben wir Tierarten mit 
niedrigem Quotient (0,2 bis 0,3 bei Ziege, Rind und Pferd). Andererseits 
finden wir bei Hunden und besonders bei Meerschweinchen, Kaninchen 
und Menschen bedeutend héhere Werte, die zwischen 0,5 und 1,0 
schwanken. Der Quotientwert = 1 erscheint in unseren Versuchen als 
oberste Grenze (mit Ausnahme eines einzigen Versuchs, wo er 1,25 
betrug). Denselben Wert 1 ergibt bei unserer Berechnungsweise die 
klassische Gleichung Harden- Youngs: zwei Mol Phosphorsaure pro zwei 
Molekiile verschwundenen Zucker, von denen das eine vergoren, das 
andere esterifiziert wird. In der neueren Abhandlung von Harden und 
Henley} finden wir, daB unabhaingig davon, ob als Stabilisierungs- 
produkt Mono- oder Di-phosphat auftritt, pro Mol gebildeter CO, 
ein Mol Phosphorsiure gebunden wird. Das ergibt ebenfalls zwei 
Mol Phosphorsiure pro Mol vergorene Glucose, auf verschwundenen 
Zucker aber berechnet zwei Mol pro zwei Mol bei Di-phosphatbildung, 


' A. Harden u. F. Henley, Biochem. Journ. 238, 230, 1929. 
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also den Quotienten = 1; oder zwei Mol Phosphorsiure pro drei Mol 
verschwundenen Zucker bei Mono-phosphatbildung, also den Quotienten 
0,67. Den Quotienten = 1 (unter Annahme einer Di-phosphatbildung) 
finden wir auch in den Versuchen von Meyerhof mit Muskelextrakt!}. 

Es fallen somit die von uns gefundenen Zahlen nach ihrer Grében- 
ordnung durchaus in den Bereich der an ganz anderem Material er- 
haltenen Werte. Die Gleichungen von Harden und von Meyerhof 
stiitzen sich auf Versuche mit Hefe-Prdparaten und Muskel-F rtrakt. 
An intakten Zellen wurden unseres Wissens bis jetzt keine zahlenmaBigen 
Beziehungen zwischen Zuckerspaltung und Phosphorsdurebindung 
festgestellt. Weitere Versuche sollen zeigen, ob es gelingt, an lebenden 
Muskel- und Hefezellen ahnliche Verhaltnisse aufzufinden wie an der 
Blutzelle. 


Zusammenfassung, 


1. In den Erythrocyten geht eine standige Spaltung von Phosphor- 
siureverbindungen vor sich. Glykolyse wird von einer Neubildung 
von Phosphorsaureverbindungen begleitet. 

2. Nach der Intensitét der Phosphorséureabspaltung lassen sich die 


verschiedenen Tierarten folgendermaBen einreihen: Rind < Ziege, 
Pferd < Hund, Schwein < Mensch, Meerschweinchen < Kaninchen. 


Diese Reihe entspricht im allgemeinen dem Gehalt an organischem P 
(Kay), es macht nur das Schwein eine Ausnahme. 

3. Nach der glykolytischen Fahigkeit der Blutkorperchen erhalt man 
folgende Reihe: Rind < Ziege < Hund < Pferd < Meerschweinchen, 
Mensch < Kaninchen, die weitgehend mit der ersten tibereinstimmt. 
Es fallen aber ganz aus der Reihe heraus die Blutkérperchen des 
Schweineblutes, welche gar keine glykolytische Fahigkeit aufweisen. 

4. Es wurde fiir die untersuchten Tierarten der Quotient: 

Mol. gebundene Phosphorsaure 


Mol. verschwundener Zucker 


ermittelt. Der Quotient betrigt 0,2 bis 0,3 bei Ziege, Rind und. 
Pferd, schwankt zwischen 0,5 und 1,0 beim Hund, Menschen, Meer- 
schweinchen, Kaninchen. Der Wert 1,0 ist anscheinend als obere Grenze 
anzusehen. 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 183, 176, 1927. 





Ortho- und Pyrophosphat im aeroben und anaeroben 
Stoffwechsel der Blutzellen. 


Von 


W. A. Engelhardt. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Staatsuniversitat, Kasan.) 
(Eingegangen am 5. Juli 1930.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


Als eins der bedeutungsvollsten Ergebnisse auf dem Gebiet der 
Stoffwechselforschung in den letzten Jahren ist die Entdeckung der 
Pasteur-Meyerhofschen Reaktion anzusehen, die zur Erkenntnis eines 
tiefen Ineinandergreifens von aeroben und anaeroben Prozessen 

Atmung und Garung — im Stoffwechsel der Zelle fiihrte. Dieses 
Ineinandergreifen kommt wahrscheinlich dadurch zustande, daB bei 
Garung und bei Atmung gemeinsame Zwischenstufen auftreten, und 
von diesen aus, wie von einem Wendepunkt, kann der ProzeB entweder 
in der einen oder in der anderen Richtung weiterverlaufen. Es ware 
zu denken, daBb in diesem Wendepunkt die Dehydrierung eines der 
Spaltprodukte des Zuckermolekiils einsetzt. Wird der Wasserstoff 
vom Sauerstoff aufgenommen, so haben wir Atmung vor uns; dient da- 
gegen als Wasserstoffakzeptor eines der Bruchstiicke des organischen 
Molekiils, so haben wir eine Garung. Betrachten wir das Methylglyoxal 
in seiner hydratisierten Form nach C. Neuberg als solechen Wendepunkt, 
so hatten wir bei O, als Akzeptor Bildung von Wasser und Brenztrauben- 
siure, mit darauffolgender carboxylatischen CO,-Bildung. Dient als 
Akzeptor Acetaldehyd, so haben wir die alkoholische Garung, dient end- 
lich als Akzeptor die Carbonylgruppe des Methylglyoxals selber, so haben 
wir die Milchséuregirung, die Glykolyse. Es hangt vom Fermentsystem 
der Zelle ab, welche Bahn eingeschlagen wird. Verfiigt die Zelle nicht 
iiber die Fahigkeit, Sauerstoff zu aktivieren, so ist sie auf den anaeroben 
Stoffwechsel angewiesen. Stellt man einer giérenden Zelle einen Wasser- 
stoffakzeptor héheren Potentials als der physiologische Akzeptor der 
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Zelle zur Verfiigung, so kann der Stoffwechsel auf einen aeuen Weg 
geleitet werden, es entsteht nicht mehr das gewéhnliche Reduktions- 
produkt. Wird der zugesetzte Akzeptor in seiner reduzierten Form 
durch Luftsauerstoff wieder oxydiert (wie etwa Leucomethylenblau 
oder die Chromogene W. Palladins), so dient er nicht nur als Akzeptor, 
sondern als Wasserstoffiibertrager, und es wird die Garung in Atmung 
umgeschaltet. Diese Umschaltung kann physiologisch entstehen — wir 
begegnen ihr z. B. in den wilden Hefen im Gegensatz zu den Kultur- 
hefen —-, sie laBt sich auch experimentell erzielen. So konnte 
W. Palladin' beobachten, daB Zusatz von Wasserstoffakzeptor in 
Form von Chromogen der weiBen Riibe oder in Form von Methylenblau 
die Garung stark herabsetzt. Obwohl die Atmung nicht gemessen wurde, 
deutet Palladin dieses Resultat seiner Versuche eben im Sinne einer 
Verwandlung der alkoholischen Garung in Atmung. Ganz unzweideutig 
wurde die Méglichkeit soleh einer Umwandlung in den Versuchen 
von Meyerhof und Finkle? nachgewiesen. Hier konnte der Stoffwechsel 
eines anaeroben Milchsaurebildners, des bact. acidificans longiss. durch 
Zusatz von Methylenblau weitgehend in Atmung iibergefiihrt werden. 

Nehmen wir bei Atmung und Garung das Vorhandensein gemein- 
samer Zwischenstufen an, so ware zu erwarten, daB auch der Weg 
zu diesen Stufen identisch oder mindestens im wesentlichen gleich ist. 
Als unbedingte Vorstufe des anoxybiontischen Zuckerzerfalls ist die 
Phosphorylierung anzusehen. Nur der phosphorylierte Zucker scheint 
der Wirkung der eigentlichen (Apo-) Zymase zuginglich zu sein. Wie 
ist nun die Phosphorséure beim oxydativen Abbau beteiligt? DaB sie 
dabei eine Rolle spielt —— vielleicht eine ebenso wichtige wie bei der 
Garung wird augenscheinlich ziemlich allgemein angenommen, 
doch sind die experimentellen Beweise, auf welche sich diese Vorstellung 
stiitzen kénnte, recht sparlich im Vergleich mit dem, was wir iiber die 
Beteiligung der Phosphorsiure beim anaeroben Zuckerzerfall wissen. 
Sie beschranken sich hauptsachlich auf Feststellungen, dab Phosphate 
aktivierend auf die Atmung wirken (iibrigens laBt sich zuweilen sogar 
umgekehrt eine Hemmung beobachten, wie in den Versuchen von 
Rona und Grassheim®, wo die Atmung der Torula in Phosphatpuffer 
geringer erschien als in Acetatpuffer) oder daB in Versuchen mit Atmungs- 
modellen phosphorylierter Zucker leichter verbrannt wurde als freie 
Hexosen. 


1 W. Palladin u. S. Lwoff, Zeitschr. f. Garungsphysiol. 2, 238, 1913; 
S. Lwoff, ebendaselbst 3, 289, 1913; zitiert mach W. Palladin u. 
E. Lowtschinowskaja, diese Zeitschr. 65, 129, 1914. 

2 O. Meyerhof u. P. Finkle, Chemie der Zelle 12, 157, 1925; zitiert 
nach C. Oppenheimer, Die Fermente 2, 1590. 

3 P. Rona u. K. Grassheim, diese Zeitschr. 184, 146, 1922. 
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Das Ziel vorliegender Arbeit war, zu untersuchen, wie der UCbergang 
von der Anaerobiose zur Atmung und umgekehrt die Umwandlungen 
der Phosphorsiure im Zellstoffwechsel beeinflussen wird. 

Es wurden die Versuche mit kernlosen Siaugetiererythrocyten 
begonnen, deren glykolytische Wirkung, wie auch diejenige anderer 
tierischen Zellen mit der typischen Milchséuregarung eine wesensgleiche 
Erscheinung ist, wie besonders aus den letzten Arbeiten aus Neubergs 
Institut hervorgeht!. Nachdem die Beteiligung der Phosphorsaure 
im anaeroben Kohlenhydratstoffwechsel der roten Blutkérperchen 
der Saéugetiere in mancher Hinsicht aufgeklirt worden war?, sollte 
nun untersucht werden, ob es nicht gelingt, wie dies Meyerhof und 
Finkle mit den Milchséurebakterien getan haben, diese typischen 
Anaerobier durch Zusatz geeigneter Wasserstoffakzeptoren auf einen 
aeroben Stoffwechsel tiberzufiihren, und falls solch eine Umschaltung 
moglich ist, wie sich dabei die Phosphorsiure verhalten wird. 


Methodik. 


Die Methodik war im wesentlichen dieselbe wie bei friiheren Unter- 
suchungen. Das Blut wurde defibriniert, durch Glaswolle filtriert, die 
Blutkérperchen an der Zentrifuge mehrmals mit (meist eisgekiihiter) Ringer- 
lésung gewaschen. Es wurde durchwegs Ca-freie Ringerlésung angewandt, 
um einen direkten Vergleich mit den Proben mit Fluoridzusatz zu gestatten. 
Versuche haben gezeigt, daB das Fehlen von Ca die untersuchten Stoft- 
wechselvorginge nicht wesentlich beeinfluBt®. Die Atmungsmessung 
geschah im Warburgschen Respirometer; bei den spiiteren Versuchen stand 
mir leider die erforderliche Apparatur nicht zur Verfiigung, es konnte daher 
die Atmung nicht quantitativ verfolgt werden. Die Milchséiurebestimmung 
geschah nach Friedeman-Cotonio-Schaffer, Zuckerbestimmung nach Hagedorn- 
Jensen. Die anorganische Phosphorséiure wurde in den ersten Versuchen 
nach Kuttner-Cohen* bestimmt, in allen spiateren nach Fiske-Subbarow, 
mit den von Lohmann und Jendrassik vorgeschlagenen Modifikationen ; 
Pvrophosphatbestimmungen nach Lohmann. Alle Bestimmungen wurden am 
Trichloressigsiurefiltrat ausgefiihrt. Bei der guten Wirkung des RiickfluB- 
kiihlers in der Apparatur von Friedeman-Cotonio-Schaffer lieB sich kein 
stérender EinfluB der Trichloressigsiiure bei der Milchsiurebestimmung 
bemerken. Alle Versuchsergebnisse sind in Milligramm (Glucose bzw. P - 
nicht etwa P,O; oder H,PO,) pro Kubikzentimeter Erythrocyten aus- 
gedriickt. Da mir auch kein Hamatokrit zur Verfiigung stand. wurde 
das Volumen der Erythrocyten einfach als gleich dem mit der Pipette ab- 


! C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 2038, 463, 1928; 207, 232, 
1929; 210, 466, 1929; M. Vogt, ebendaselbst 211, 17, 1929; EB. Widmann, 
ebendaselbst 216, 479, 1929. 

2 W. A. Engelhardt u. A. Braunstein, ebendaselbst 201, 48, 1928; 
vgl. auch W. Engelhardt u. M. Liubimowa, ebendaselbst, vorstehende 
Mitteilung. 

> Vel. F. Dickens u. F. Simer, Biochem. Journ. 28, 936, 1929. 

4 1. Kuttner u. H. Cohen, Journ. of biol. Chem. 74, 517, 1927. 
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gemessenem Volumen des scharf zentrifugierten Blutkorperchenbreies 
genommen. Friihere Erfahrung lehrt, da man dabei geniigend bestandige 
Werte erhalt — dem Pipettenwert entspricht ein um etwa 10 bis 15°, 
kleinerer Himatokritenwert. 


Es erwies sich, daB die kernlosen Blutkérperchen in Gegenwart 
von Methylenblau tatsaichlich die Fahigkeit gewinnen, Sauerstoff 
energisch aufzunehmen. Abb. 1 gibt die Resultate eines solchen Versuchs 


min brode 





SO 40 
Minuten 
Abb. 1. 
Kaninchenerythrocyten. Sauerstoffverbrauch in glucosehaltiger Ringerlisung. 
A: Ohne Methylenblan. B: Mit Methylenblau. 
Punktierte Linien: Versuche mit Fluoridzusatz. 


Ordinaten: Druckveriinderung in Millimeter Brodie. 


wieder. Dabei wurde der Zuckerverbrauch fast unverandert gefunden, 
die Milchsiureausbeuten wurden dagegen stark herabgesetzt. Als diese 
Versuche bereits im Gang waren, wurden mir die einige Monate friiher 
erschienenen interessanten Arbeiten von Barron und Harrop! bekannt ; 
diese Autoren untersuchten ebenfalls den EinfluB von Methylenblau (und 


1G. Harrop u. E. Barron, Journ. exper. med. 48, 207, 1928: G. Barron 


u. G. Harrop, Journ. of biol. Chem. 79 65, 1928. 
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einiger anderer Farbstoffe) auf die Atmung der Blutzellen. Ihre zahl- 
reichen Befunde in bezug auf O, Verbrauch, Zuckerschwund und Milch- 
siurebildung deckten sich in den Hauptpunkten vollkommen mit 
den von mir erhaltenen Resultaten, und die Untersuchung in dieser 
Richtung wurde unterbrochen. Die Méglichkeit einer Uherfiihrung 
der glykolysierenden kernlosen Erythrocyten auf oxydativen Stoff- 
wechsel konnte als geniigend gesichert angesehen werden, und es wurde 
nunmehr untersucht was von den amerikanischen Autoren nicht 
getan wurde —-, wie diese Umschaltung des Stoffwechsels den Umsatz 
der Phosphorsiure beeinflussen wird!. 


Als erstes Resultat ergab sich folgendes: In Abwesenheit von Glucose 
beeinfluBt Methylenblauzusatz die Phosphorsiureabspaltung —un- 
bedeutend, indem letztere etwas gesteigert wird (etwa um 10 bis 15°,). 
In Gegenwart von Glucose und ohne Methylenblau, also bei der Glyko- 
lyse, laBt sich nur ein sehr geringer Zuwachs an anorganischer Phosphor- 
siure beobachten: die jeweils hydrolytisch entstehende Phosphorsaure 
wird infolge der Glykolyse wieder gebunden (vgl. die friiheren Mit- 
teilungen). Setzt man aber jetzt Methylenblau hinzu, so laéBt sich, 
trotz gleichbleibendem (oder eher etwas gesteigertem) Zuckerschwund ein 
bedeutender Zuwachs an Phosphorsiure feststellen. Es wird fast 
ebensoviel Phosphorsiure freigesetzt wie in der Probe ohne Glucose. 
Nun bleibt aber auch in Gegenwart von Methylenblau die Glykolyse 
teilweise erhalten, die Milchsiurebildung wird zwar bedeutend herab- 
gesetzt, aber nicht vollstandig aufgehoben. Méchten wir uns noch mehr 
den Bedingungen der vollstindigen Aerobiose nihern, so miibte man 
versuchen, die Milchsiurebildung ganz zu verhindern. Als spezifisches, 
die Glykolyse vollstandig hemmendes Mittel wurde Fluorid angewandt. 
Auf die Sauerstoffaufnahme wirkt Fluorid in den angewandten Konzen- 
trationen nur ganz unbedeutend, wie die punktierten Linien der Abb. | 
zeigen. Der Phosphorséurezuwachs wird durch Fluorid an und fiir sich, 
in glucosefreier Lésung, bedeutend herabgesetzt, da dieses Anion die 
Wirkung der Phosphatase stark hemmt (vgl. Lippmann?) und auch der 
Pyrophosphatzerfall gehemmt werden kann (Lohmann*). Zusatz von 


1 Anmerkung bei der Korrektur. Inzwischen teilten L. Michelis u. 


K. Salomon (Journ. of gen. Physiol. 13, 683, 1930) tiber Versuche mit, wo - 


die Atmung kernloser Blutkérperchen nicht durch Methylenblau, sondern 
durch Gewebssaft eingeleitet wurde. Es wird sehr interessant sein, auch 
in diesem Falle den Phosphorsiureumsatz zu untersuchen, da die Ver- 
haltnisse sich den natiirlichen viel mehr néhern; eine Bildung von Met- 
hamoglobin, wie sie Warburg bei der Methylenblauatmung annimmt (diese 
Zeitschr. 221, 494, 1930), ist hier kaum zu erwarten. 

2 Lippmann, diese Zeitschr. 196, 3, 1928. 

3 K. Lohmann, ebendaselbst 2038, 164, 1928. 
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Glucose in Gegenwart von Fluorid beeinfluBt den Phosphorsiure- 
zuwachs kaum; letzterer bleibt also gegeniiber der Probe ohne jeglichen 
Zusatz vermindert (Hemmung der Phosphatase), gegeniiber der Probe 
mit Glucose aber ohne Fluorid gesteigert (Hemmung der Glykolyse). 
Wir finden also in den glucosehaltigen Proben sowohl bei Methylenblau 
wie auch bei Fluoridzusatz eine Steigerung des Phosphorsiurezuwachses 
im Vergleich zur glykolysierenden Probe. In der Probe Glucose -+- Fluorid 
haben wir: keine Milchsaurebildung, minimalen Zuckerschwund (wahr- 
scheinlich durch die germge natiirliche Atmung der Erythrocyten 
bedingt), nerabgesetzten (wegen Hemmung der Phosphatase), aber doch 
merkbaren Phosphorsaéurezuwachs. Setzen wir nun Methylenblau hinzu, 
so wird Sauerstoff energisch verbraucht, Zucker verschwindet in be- 
trachtlicher Menge, es tritt Atmung ein und diese Atmung wird von 
einer bedeutenden Verminderung der anorganischen Phosphorsaure 
begleitet, es wird nicht nur die in den Zellen selbst auftretende Phosphor- 
siure vollstandig wieder gebunden, sondern es kann auch zugesetztes 
Phosphat in organische Bindung iibergefiihrt werden (siehe Tabelle I und 


Abb. 2). 
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Abb. 2. 


EinflufB von Fluorid und Methylenblau auf Phosphorsiureabspaltang und Zuckersehwund 


in Kaninchenerythrocyten 


1: Ohne Zusatz. 2: Methylenblau 
la: Glucose. 2a . + Glucose 
3: Fluorid 4: Fluorid und Methylenblau 


3a: Fluorid + Glucose. 4a: - “ ~ Glucose 
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Tabelle I. 


Versuch vom 12. Marz 1929. Kaninchenerythrocyten in phosphathaltiger 

Ringerlésung suspendiert. Glucosekonzentration 0,05°,; Fluorid 0,34°, : 

(etwa 0,08 mol.); Methylenblau 0,005°,. Anfangswerte: H, PO, 0,076 mg. 

Zucker 2,19mg. Alle Werte auf 1cem Blutz2llen bezogen. Thermostat 
bei 38°. 





Zeit in Minuten 


Probe . 105 180 
Phosphorsiure Phosphorsdure Zucker 
Nr. mg P mg P mg 
1 Obme Zusitse ... 2... -; 0,148 0,189 
2 Methylenblaun ........ 0,176 0,202 
3 i Ce ee arin ada ye 0,112 0,124 
4 Methylenblau + Fluorid . . . 0,076 0,081 
PO aa re 0,084 0,092 1,39 
2a » + Methylenblau .. . 0,133 0,161 1,36 
3a “ 3 ree 0,114 0,130 2,14 
4a r + Fluorid + Methylen- 
blau. “oF no 0,050 0,059 1,79 


Inwieweit entsprechen die Erscheinungen bei der natiirlichen 
Atmung dem, was wir bei dieser durch Methylenblau erzeugten ,,kiinst- 
lichen Atmung* beobachten’? Um diese Frage zu beantworten, wurden 
Versuche an der wohl am nachsten liegenden Zellart, an den energisch 
atmenden kernhaltigen Végelerythrocyten (Taube), vorgenommen. 
Wie wir weiter unten sehen werden, erwies sich eine Gleichstellung der 
..kiinstlichen®* und der natiirlichen Atmung als nicht ganz berechtigt. 
Als Arbeitshypothese hat aber diese Vorstellung ihren Dienst geleistet. 

Suspendiert man ausgewaschene Végelerythrocyten in Ringer- 
Lésung, so finden auch bei stundenlangem Verweilen im Thermostaten 
nur ganz geringe Veranderungen im Gehalt an anorganischer Phosphor- 
siure statt, der Zuwachs betragt etwa 0,01 mg P pro Kubikzentimeter 
Blutzellen und Stunde. Zusatz von Glucose vermindert den Zuwachs 
noch ein wenig. Fluorid beeinfluBt den Phosphorsiureumsatz auch im 
letzten Falle gar nicht, in auffallendem Gegensatz zu den kernlosen, 
glykolysierenden Saugetiererythrocyten. Das war auch zu erwarten, 
da die Végelerythrocyten unter aeroben Bedingungen nicht glykolisieren'. 
Verhindert man aber die Atmung (z. B. durch Cyanidzusatz), so tritt 
sofort ein auBerordentlich intensiver Phosphorséiurezuwachs auf, 
ebenso (nur bedeutend starker), wie wir ihn bei glvkolysierenden Erythro- 
ceyten nach Zusatz von Fluorid oder Entfernung der Glucose finden. 


! EB. Negelein, diese Zeitschr. 158, 121, 1925; EF. Riiter, Zeitschr. f. d. 
ges. exper. Med. 37, 151, 1923; Bornstein u. Ascher, ebendaselbst 52, 607, 
1926. 
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Umgekehrt bleibt bei nicht atmenden kernlosen Erythrocyten Cyanid- 
Tabelle 11) 


zusatz ohne wesentlichen EinfluB (siehe 





Tabelle 11. 


Tauben- 


FinfluB von Cyanid und Fluorid bei 


und Kaninchenerythrocyten. 








Zeit in Minuten 


Z Nesart Zusammensetzung ° 120 245 120 245 
~ de *-robe 
- os Anorganische Hs PO,, mg P 
Nr. gefunden Zuwachs 
l Taube Ringer j 0,065 0,074 0.093 0.009 0.028 
Ringer- Glucose * 0.065 0,079 0,081. 0,014 0,016 
Ringer-F luorid ° 0.066 0.063 0,071 ‘ 0.005 
Ringer-Glucose-Cy: anid * 0,066 0350 0370 0284 0.304 
2 Kaninchen Ringery. . . . 0,135 O187 0,266 0,052 0,131 
Ringer- -Gluco se i+ : 0137 0123 0.148 -0,014 0,006 
Ringer-Glucose-F luorid 77 0,100 0.1382 0,152 0,032 0,052 
3 Kaninechen Ringer ‘ Spuren 0,133 
Ringer-C yanids i 0,161 
Ringer-Glucose $$ . 0,046 
Ringer-Glucose-Cyanid 0,077 
* 2mg Glucose pro cem Blutzellen; Endkonzentration an Glucose 0,04‘ ** End 


*** Endkonzentration 0,001 mol. 
Glucose 0,08 % > +++ Endkonze autre ition 
— $$ Endkonzentration 


+ Mit Zusatz von Phosphat. - 
$ End 


konzentration 0,02 mol. 
++ Endkonzentration an 
konzentration 0,001 mol. 


0,062 mol 


an Glucose 0,1° 0 


Verfolgt man genauer den zeitlichen Verlauf der Phosphorsiure- 
abspaltung im Vogelblut in Gegenwart von Cyanid, so erhalt man eine 
Kurve, die einen scharfen Knick etwa bei 60 Minuten aufweist (siehe 


Tabelle LIT und Abb. 3) 


7 @nN 
U,IUU 





S 
| 
t 





+ an 40° 24? 

6 126 BL 24 
ty 

Mrnuten 


Abb. 3 
Zeitlicher Verlauf der Phosphorsiureabspaltung in Végelblutkorperchen 


Untere Kurve: aerob. Obere Kurve: anaerob (Cyanidzusatz) 
© und +: Parallelbestimmungen in der Cyanidprobe 
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Tabelle Ill. 


Zeitlicher Verlauf der Phosphorsaéureabspaltung in Vogelblutkérperchen 
unter aeroben und anaeroben Bedingungen. 








Erythrocyten Ringer n20HON 
Zusammensetzung der Proben ; ‘ 
ecm ecm 

ae en ee ee l 4 == 
ee ee eee ee ee 2 7,8 0,2 

Endkonzentration an Cyanid 0,001 mol. 

Zeit in Minuten 
0 15 40 60 90 120 180 240 


Anorganische Hz PO,, mg P pro cem Zellen 





Kontrolle . . . 0,045 | 0,050 0,076 0,125 
PE ee 1 cee 0,362 «0,400 0,406 0,460 0,460), 
Cyanidversuch . 0,045 | 0,150 0,286 0392 0.400 0.404 0.445 0.476| 


* Parallelbestimmungen in verschiedenen Blutfiltratproben. 


Der Charakter der Kurve legt die Vermutung nahe, daB die 
Hauptmenge der unter anaeroben Bedingungen freiwerdenden Phosphor- 
siure aus irgendeiner Substanz entstehe, welche wahrend der ersten 
60 Minuten praktisch vollstandig gespalten wird; der weitere, aus 
anderen Quellen stammende Zuwachs verliuft ohne Vergleich langsamer. 
Es stellte sich ganz eindeutig heraus, daB diese Substanz nichts anderes 
ist als die von Lohmann! als Pyrophosphat identifizierte Phosphorsaure- 
fraktion. In Tabelle IV sind die Resultate der Pyrophosphatbestim- 
mungen angefiihrt (die Zahlen des Versuchs 1, Tabelle I, sind ebenfalls 
dem in Tabelle IV vollstaéndig angefiihrten Versuch entnommen). 

In Abb. 4 sind die bei der Pyrophosphatbestimmung erhaltenen 
Kurven wiedergegeben; in Abb. 5 sind die Ergebnisse der in Tabelle IV 
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Abb. 4. 
Pyrophosphatbestimmung 


0300 in Vigelerythrocyten. 





A: Zu Beginn. 
B: Nach 2 Stunden bei 38°. 

















4200 —O—_O-—_ Glucose. 
} —aA 4 Glucose + Cyanid. 
“ Abszisse: Hydrolysedauer ; 
0,00 Ordinate: mg P pro cem 
Blutzellen. 
7] &0 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 202, 466, 1928; 2038, 164, 1928. 
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angefiihrten Versuche graphisch dargestellt. Es geht mit voller Deutlich- 
keit hervor, daB der bei weitem iiberwiegende Teil der gebildeten 
Phosphorsaéure aus dem Zerfall des Pyrophosphats stammt. 
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Tahelle 1V. 
Ortho- und Pyrophosphat in Taubenblutkérperchen bei aeroben und 
anaeroben Bedingungen. Versuch vom 28. Marz 1930. Endkonzentration 
an: Glucose 0,04°,, Fluorid 0,02 mol.; Cyanid m/1000. Thermostat bei 38°. 





Zeit in Minuten 


Dauer |>— : 
der 0 10 245 
Zusammensetzung Hvdro- 
der Probe ivse mg P pro cem Blutzellen 
ie- ie- Ge 
Min. a. Pyro-P aes Pyro-P | tunden Pyro-P 
Ringer 0 0,065 0,074 0,093 
7 0,305 0,240 0,276, 0,202 0.290 0,190 
15 0,320 0,303 -0,318 
30 0,334 0,328 0,325 
60 0.378 0,370 0,358 
Ringer-Glucose. . . . 0 0,065 0,079 0.081 
7 0,286 0,221 0,294 0,215 
15 0.296 0,218 0,305 
30 0,325 0,334 0,320 
60 0,360 0,385 0.354 
Ringer-Fluorid . 0 0,066 0,063 0.071 
7 0,280 0,214 0,282 0,219 0,268 0,187 
15 0,296 0,308 0.288 
30 0,323 0,331 0,303 
60 0,364 0,364 0,334 
Ringer-Glucose - Cyanid 0 0,066 0,350 0,370 
7 0.381 0.031 0.400 0,030 
15 — 0,381 0,392 
30 0,345 0.384 0.400 
60 0.405 0.405 0,400 








a 
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Wir besitzen verschiedene Mittel, um die Zellatmung aufzuheben. 
EKinmal kann man die Zelle direkt in streng anaerobe Bedingungen stellen, 


also des Sauerstoffs vollstandig berauben. Doch ist dies gerade bei den 
Erythrocyten schwer zu erreichen wegen der groBen Sauerstoffkapazitat 
und -affinitét des Hamoglobins. In Gegenwart von Cyanid, das das 


Kisen des Atmungsferments bindet, lassen sich anaerobe Bedingungen 
auch in Gegenwart von Sauerstoff herstellen (vgl. Negelein, 1. c¢.). 
Narkotica hemmen die Atmung, indem sie die aktiven Oberflaichen 
besetzen, an denen der OxydationsprozeB verliuft; Kohlenoxyd 
inaktiviert das Atmungsferment und hemmt ebenfalls die Atmung 
(Warburg). Es ist mir vorlaufig nicht gelungen, Anaerobiose durch 
direkte Sauerstoffentziehung zu erzielen. Die Wirkung von Narkotica 
(Phenyl-Urethan) und Kohlenoxyd wurde aber untersucht und es 
ergaben sich Resultate, die mit den oben angefiihrten, mit Cyanid 


erhaltenen, prinzipiell vollkommen  iibereinstimmten, wenn auch 


gewisse quantitative Unterschiede vorhanden waren; vielleicht war bei 
diesen Versuchen die Atmung nicht so ganzlich zum Stillstand gebracht 
wie unter dem EinfluB von Cyanid. Die Resultate sind in Tabelle V 
angefiihrt und in Abb. 6 und 7 dargestellt. 
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Ortho- und Pyrophosphorsiure bei 
Hemmung der Atmung (Urethan). 























0308 | 
mg P | 
a 7200} 
s | 
S 
A 0.700\ 
| | — - 
| 
oF c 
| ~ 8 
| | 3§ 
aes 
Y 2700} Ss 3 
a | ns 
2. | 2 - 
| tt 
aor LJ Ld & 
i i 3 
Anfangs- Kontrolle 60-Probe £0-Probe 
wert nach 30" 
Abb. 7. 


Ortho- und Pyrophosphorsi&ure bei 
Hemmung der Atmung (Kohlenoxyd). 


Das, was wir an kernhaltigen, atmenden Végelerythrocyten bei der 


Hemmung der Atmung beobachten, laBt sich im wesentlichen in den 
glykolysierenden kernlosen Blutzellen wiederfinden bei Hemmung oder 


Ausschaltung der Glykolyse. 


Die dabei einsetzende Phosphorsaure- 


abspaltung ist in bedeutendem Mabe (aber nicht so vollstandig, wie in 
den Végelerythrocyten) auf den Zerfall von vorhandenem Pyrophosphat 
zuriuckzufiihren. 
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Tabelle V. 


Finflu®8 von Phenylurethan und Kohlenoxyd auf Ortho- und Pyrophosphor 
siure in Taubenerythrocyten. 

Urethanversuch: Kontrolle 3,5 ccm gewaschene Erythrocyten 7 com 

Ringerlésung. Hauptversuch 3,5ccem Erythrocyten 7 cem mit 


Phenylurethan gesittigter Ringerlésung. ' 
CO-Versuch: Kohlenoxyd aus HCOONa und H,SO, gewonnen, mit Lauge 


gewaschen. Das GefaiB mit der Erythrocytensuspension wurde wiederholt 
evakuiert und mit CO gefiillt. 





Zeit in Minuten 








Dauer 
der ad _ Ortho Pyro 
Datum 9 mg P pro cem Blutzellen P-Zu P-Ab 
t wachs nahme 
Ge- P P Ge P p 
1930 Min. funden i funden — 
Kontrolle. . 0 0,044 0,066 
7 0,310 0,266 0.296 0,230 
15 || 0,823 0,312 
60 0.400 0,400 
19. I\ : me 
Urethan .. 0 0,044 0,155 0,111 
7 0,308 0,264 0.328 0.173 0.094 
15 0,334 
69 0,382 0,420 
r Zeit in Minuten 
oF 
== 0 70 rh) 
Datum c= se thn 
eS mg P pro ccm Blutzellen P-Zu-  P-Ab 
a= wachs nahm: 
Ge- . . Ge- . . 
1930 Min. funden | PyTo-! funden Pyro-t 
Kontrolle. . 0 0,058 0.061 
7 0,267 0,210 0,269 | 0,208 
15 0,294 0,305 
60 0,357 0,367 
24. 1V. : a ‘ 
Kohlenoxyd . 0 0,055 0,246 | 0,248 0,193 
7 oak 0,324 0,076 0,134 
15 — 0,354 
60 0,396 





Es muB®B hier betont werden, daB wahrend die Bestimmung des Pyro 
phosphats in Végelerythrocyten kein Bedenken erweckt, dasselbe nicht von 
den kernlosen Blutzellen gesagt werden kann. Hier ist der Pyrophosphat 
gehalt an und fiir sich bedeutend geringer, und der Zuwachs an Ortho 
phosphat bei fortschreitender Hydrolyse ist nicht verschwindend klein im 
Vergleich zu der wahrend der ersten 7 Minuten entstandenen Menge. Das 
macht die Bestimmungen, besonders bei geringem Zuwachs in der 7-Minuten 
Periode recht unsicher. Um grobe Fehler zu vermeiden, muB den Pyro 
phosphatwerten eine Korrektur angebracht werden. Letztere wurde nacl 


Po —Pr . 
der Formel i - aed ‘_ .7 berechnet, wo Pep und Pz die Orthophosphat- 








28 W. A. Engelhardt : 


werte nach 60 bzw. 7 Minuten langer Hydrolyse bedeuten. Die erhaltene 
Grobe gibt an, wie viel Ester-P wahrend der ersten 7 Minuten der Hydrolyse 
neben Pyrophosphat-P abgespaltet wird; der Wert wird vom direkt ge- 
fundenen 7-Minuten-Zuwachs abgezogen. Die Berechnung setzt voraus 
(was nur angenahert richtig ist) einen geradlinigen Verlauf der Nicht-Pyro- 
(Ester-) Hydrolyse. 

Die Ergebnisse der Versuche an Kaninchenerythrocyten sind in 
Tabelle VI zusammengebracht und in Abb. 8 und 9 dargestellt. 


Unt. D 


CJ Ortho-P Zuwachs CJ Pyro -P Abnahme 


Abb. 8. 


Einflu6B von Glucose, Fluorid und Methylenblau auf Ortho- und Pyrophosphat 
in Kaninchenerythrocyten. 





Versuch vom 25. April, Tabelle 6 (2-Stunden-Werte). 




















I: Ohne Zusatz. IV: Glucose + Fluorid. 
Il: Fluorid 0,02 mol. V: Glucose + Fluorid + Methylenblau. 
III: Glucose. 
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Abb. 9. 


EinfiuB von Glucose, Fluorid und Methylenblau auf Ortho- und Pyrophosphat 
in Kaninchenerythrocyten. 
Versuch vom 3. Mai, Tabelle 6. 


I: Ohne Zusatz. Il: Methylenblau. 
la: Glucose. Ila: = + Glucose. 
IIL: Fluorid 0,062 mol. IV: Fluorid + Methylenblau. 
Illa: - + Glucose. IVa: * + a + Glucose. 


Etwa die Halite der in Abwesenheit von Glucose frei erscheinender 
Phosphorsaéure ist auf den Zerfall von Pyrophosphat zuriickzufiihren, die 
andere Halfte entstammt anderen Quellen; wir werden dieselben einfach 
als Ester-P bezeichnen (Abb. 8, I; Abb. 9. I). Setzt Glykolyse ein, so bleibt 
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32 W. A. Engelhardt : 


der Gehalt sowohl an Ortho- wie auch an Pyrophosphat (und also auch an 
Ester-P) praktisch konstant (Abb. 8, III; Abb. 9, Ia). Cyanid iibt, wie 
bereits erwihnt, sowohl im nichtglykolysierenden wie auch im glykolysieren- 
den System nur einen unwesentlichen EinfluB aus (geringe Steigerung des 
Phosphorsiurezuwachses). Fluorid ruft in Abwesenheit von Glucose je 
nach der Konzentration! bald Steigerung (Versuch vom 25. und 30. April, 
Tabelle VI; Abb. 8, IT), bald Hemmung (Versuch vom 3. Mai, Tabelle VI; 
Abb. 9, IIIT) der Pyrophosphatspaltung hervor; die Esterspaltung wird 
stark gehemmt der Zuwachs an freier Phosphorsiure wird vollstandig 
durch den Zerfall von Pyrophosphat gedeckt. Zusatz von Fluorid zur 
glucosehaltigen Probe hebt die Wirkung des Zuckers ginzlich auf — wir 
finden praktisch dieselben Umwandlungen, wie in der Fluoridprobe ohne 
Glucosezusatz (Abb. 8, II und IV; Abbb. 9, III und IIIa). Zusatz von 
Methylenblau hebt ebenfalls die Wirkung der Glucose weitgehend auf 
(Abb. 9, ITa). 

Und wenn wir nun zum Versuch kommen, der als Ausgangspunkt zu 
dieser Untersuchung gedient hat, namlich zur Probe, wo die Glykolyse 
vollstandig durch Fluorid gehemmt ist und nur die Veratmung des 
Zuckers unter Beteiligung des Methylenblaus vor sich geht, so begegnen 
wir einer eigentiimlichen Erscheinung: Das Pyrophosphat nimmt ab, 
ungeféhr in demselben MaBe wie in der Fluoridprobe (vgl. Abb. 9, 
I11 und 1Va, Abb. 8, V und II); aber die Phosphorsaure, die dabei ent- 
stehen miBte, finden wir im Reaktionssystem nicht wieder. Sie mu 
offenbar zur Bildung anderer Verbindungen, also von Estern, verbraucht 
worden sein. 

Wie sind die Resultate der oben angefiihrten Versuche zu deuten? 
Man kénnte meinen, daB Hemmung der Atmung in Végelerythrocyten 
einen Zerfall von Pyrophosphat verursacht und daB ebenso in den 
kernlosen Erythrocyten Hemmung oder Ausschaltung der Glykolyse 
einen Zerfall von Phosphorsiureverbindungen, darunter auch von 
Pyrophosphat hervorruft. Diese Vorstellung halte ich nicht fiir zu- 
treffend. Bereits in der Arbeit von Engelhardt und Braunstein? wurde 
hervorgehoben, daB es enzymchemisch schwer zu verstehen ware, 
wie die Hemmung der Glykolyse den Zerfall von Phosphorsiaurever- 
bindungen herbeifiihren kénnte. Das Nichtvorhandensein eines Phos- 
phorsiurezuwachses wihrend der Glykolyse wurde nicht als Hemmung 
des Zerfalls gedeutet, sondern als Resultat gegenseitiger Kompensation 
entgegengesetzter Prozesse: der Zerfall geht stindig vor sich, aber die 
Glykolyse fiihrt zur Neubildung von Phosphorsaureverbindungen, 
und unter physiologischen Bedingungen halten sich beide Prozesse genau 
die Waage. 

Genau dasselbe gilt auch, mutatis mutandis, wenn wir anstatt der 
Glykolyse die Atmung vor uns haben. Die Atmung wirkt nicht hemmend 


' Vgl. Lohmann, diese Zeitschr. 208, 172, 1928. 
2 W. Engelhardt u. A. Braunstein, |. ¢. 








_- i. fee 


ne ee 


~ 


C 


Zl 
di 
Ze 
B 
Zu 
Si 
da 
in 


da 


su 











Ortho- und Pyrophosphat im Stoffwechsel der Blutzellen. 33 


auf den Pyrophosphatzerfall (Lohmann spricht von einer ,,konservierenden 
Wirkung** der Atmung!). Es ist vielmehr anzunehmen, daB in der 
Zelle eine standige Pyrophosphatspaltung vor sich geht, etwa mit der 
Geschwindigkeit, wie sie durch den anfanglichen, steil ansteigenden 
Teil der Kurve in Abb. 3 wiedergegeben ist. Aber die Atmung wird von 
einer Neubildung, Resynthese des Pyrophosphats begleitet, die unter 
physiologischen Bedingungen mit gleicher Geschwindigkeit verlauft wie 
der Zerfall, so dai der Gehait an Pyrophosphat konstant bleibt. 
Hemmung der Atmung ruft den Pyrophosphatzerfall nicht hervor, 
sondern 14Bt ihn nur zutage kommen. Es ist dies eigentlich genau 
dieselbe Vorstellung, die im Grunde des Meyerhof-Kreislaufes liegt: 
die Atmung hemmt nicht den anoxydativen Zuckerzerfall, sie stellt aber 
den Ausgangszustand wieder zuriick, auf einem Umwege, eben im 
Kreislauf. 

Diese Vorstellung wiirde vielleicht nicht geniigend begriindet 
erscheinen, wenn sie nicht einer direkten experimentellen Nachpriifung 
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zuganglich ware. Ist sie richtig, so muB man erwarten, da nach kurz- 
dauernder Anaerobiose, nachdem der gréBte Teil des Pyrophosphats 
zerfallen ist, die Zelle aber noch nicht allzu tief durch die abnormen 
Bedingungen geschadigt ist, nach Herstellung aerober Bedingungen aus 
zugesetztem Orthophosphat infolge der Atmung Pyrophosphat syntheti- 
siert wird. In Tabelle VII sind zwei Versuche angefiihrt, welche zeigen 
daB das tatsachlich der Fall ist, und scmit die oben erlauterte Vorstellung 
in vollem MaBe bestatigen. Der Versuch vom 7. April ist in Abb. 10 
dargestellt. 


Blutkérperchen wurden wie gewohnlich gewaschen, in Ringerlosung 
suspendiert und im Thermostaten unter Zusatz von HCN stehengelassen. 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 203, 174, 1928. 
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Nach 60 Minuten konnte eine weitgehende Spaltung des Pyrophosphats 
nachgewiesen werden. Die Erythrocyten wurden vier- bis sechsmal mit 
einem mehrtachen Volumen eisgekiihlter Ringerlésung vom Cyanid frei- 
gewaschen, in phosphat- und glucosehaltiger Ringerlésung suspendiert 
und der Pyrophosphatgehalt nochmals bestimmt. Im Versuch vom 4. April 
kamen die Erythrocyten unter aeroben Bedingungen in den Brutschrank, 
nach 2 bzw. 4 Stunden wurde der Pyrophosphatgehalt ermittelt. Im 
Versuch vom 7. April wurden die Erythrocyten nach Auswaschen des 
Cyanids und Zusatz von Ringer-Glucose-Phosphat in zwei Portionen geteilt. 
Der einen wurde wieder Cyanid zugesetzt, die andere blieb ohne Cyanid- 
zusatz, also unter aeroben Bedingungen. Pyrophosphatbestimmungen 
erfolgten sofoit nach Ansatz, und nach 90 Minuten bzw. 4 Stunden Brut- 
schrankaufenthalt. Da®B die Blutkérperchen in der cyanidtreien Probe 
tatsichlich atmeten, verriet sich deutlich durch das éuBere Aussehen: sie 
nahmen eine dunkle Farbe an, wiihrend die Cyanidprobe die hellrote Farbe 
behielt. Nach Umschiitteln mit Luft gewann die cyanidfreie Probe wieder 
das Aussehen des arteriellen Blutes. 


Tabelle VII. 


Anaerobe Spaltung und aerobe Resynthese von Pyrophosphat in Tauben- 
erythrocyten. 





mg P pro ecem Blutzellen 





Datum Dauer der Hydrolyse in Minuten Pyro- 
—— ee »yhos- 
1930 0 7 15 30 60 — phat-P 


Zu Beginn. ...... . . 0,164 0,398 0,421 0,447 0,476 0,234 


Nach 60 Min. im Brutschrank 
mit Cyanid ...... . 0,892 0,470 0,473 0,513 0,534 0,078 


Vom Cyanid freigewaschen, 


4. IV. nach Zusatz von Ringer- 
Glucose-Phosphat. . . . . 0,380 0,445 0,450 0,513 0,535 0,065 

Nach 2Std. aerob im Brut- 
schrank.. ....... . 0,370 0,489 0,509 0,545 0,119 
Nach weiteren 2Std.. . . . 0,865 0,478 0,505 0,525 0,540 0,113 
Zu Beginn. ....... . 0,176 0,443 0,457 0,565 0,267 


Nach 60 Min. Anaerobiose 
(Cyanid). . . ... .. . 0,390 0,473 0,480 0,491 0,500 0,083 


Vom Cyanid freigewaschen, 
nach Zusatz von Ringer- 
Glucose-Phosphat 


A. Kontrolle. . . . . . | 0,313 0,370 0,385 — 0,895) 0,957 
oe 3 B. Mit abermaligem Cya- 
nidzusatz . . . . 0,816 0,370 0380 — 0,400 0,054 


Nach 99 Min. Brutschrank 
A. Aerob ....... . 0.288 0,845 0,353 0,362 0,375 0,107 
B. Anaerob . ..... . 0,310 0,353) 0,375 0,375 0,410 0,048 


Nach 4Std. Brutschrank 
A. Aerob... .... . 0,270 0,366 0,400 0,410 0,455 0,096 


B. Anaerob ..... . . | 0,353 0.400 0,410 0,422 0,462, 0,047 
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Die Resynthese ist bei weitem nicht quantitativ. Aus den im 
Versuch vom 7. April zerfallenen 0,210 mg Pyro-P wurden bei der 
nachfolgenden Aerobiose nur 0,050, also rund 25°, wiedergebildet. 
Man muB aber in Betracht ziehen, daB das Pyrophosphat in den Zellen 
nicht frei ist, sondern nach Fiske und Subbarow! und Lohmann? an 
Adenylsaure gebunden ist. Es ist wohl denkbar, daB die zweite Kompo- 
nente (Adenylsiure) der zerfallenen Pyrophosphatverbindung beim 
Auswaschen des Cyanids nach der anfinglichen Anaerobiose ebenfalis 
entfernt wird, wenigstens teilweise, und so ein Teil des zur Synthese 
notigen Materials fehlt. Es sei hier an die interessanten Versuche von 
Lehnartz® erinnert, wo Zusatz von Adenylsaure eine fast momentane 
Synthese von Pyrophosphat zur Folge hatte. Weitere Versuche sollen 
zeigen, ob es nicht gelingt, die Ausbeute der Resynthese zu steigern 
durch Zusatz der fehlenden zweiten Komponenten (Adenylsiure, 
Kochsaft aus Blutkérperchen nach der Hamolyse, wobei das Pyro- 
phosphat ebenfalls zerfallt 4). 


Bei durch Urethan hervorgerufenem Pyrophosphatzerfall ist es mir 
nicht gelungen, nach Auswaschen eine Resynthese von Pyrophosphat mit 
Sicherheit festzustellen; der beobachtete Zuwachs war zu gering, um ihm 
eine reelle Bedeutung zuzuschreiben. Es macht den Eindruck, daB es nicht 
so leicht ist, die Zelle vom Narkoticum freizuwaschen; die Atmung direkt 
zu messen war ich nicht in der Lage, es konnten aber auch nach griindlichem 
Waschen mit Ringerlésung keine Zeichen einsetzender Atmung beobachtet 
werden — die Farbe der Blutkérperchen blieb waihrend der Versuchszeit 
unveraindert. Ebenfalls ist es nicht gelungen, die Blutkérperchen auch durch 
mehrfaches Evakuieren (an der Wasserstrahlpumpe, die nur eine geringe 
Druckverminderung ergab) und Sauerstoffzufuhr vom Kohlenoxyd zu 
befreien. 

Auch ist es vorlaufig nicht gelungen, mit geniigender Sicherheit eine 
Resynthese von Pyrophosphat als Resultat der Glykolyse in kernlosen 
Erythrocyten (Kaninchen) festzustellen. In einem Versuch ging der Pyro- 
phosphatgehalt bei 3%stiindiger Autbewahrung im Thermostaten in 
Abwesenheit von Glucose von 0,104 mg auf 0,062 mg pro Kubikzentimeter 
Zellen herab. Nach Zusatz von Glucose stieg er nach 30 Minuten auf 
0,072 an und betrug nach 2 Stunden 0,069 mg. Bei der bereits betonten 
groBen Unsicherheit der Pyrophosphatbestimmung in den Kaninchen- 
erythrocyten sind die erhaltenen Zahlen wenig beweiskraftig. Es mul 
hier in Betracht gezogen werden, daB wegen des viel langsameren Zertalls 
der Phosphorsiéureverbindungen in den kernlosen Blutkérperchen eine 
bedeutend langere vorhergehende Aufbewahrung nétig ist, um eine merkliche 
Spaltung zu erhalten, und dabei kann die Zelle leicht irreversibel ge- 
schidigt werden. 


1 CO, Fiske u. Y. Subbarow, Science 70, 381, 1929. 

2 K. Lohmann, Naturwiss. 17, 624, 1929. 

3 EF. Lehnartz, Klin. Wochenschr. 7, 1645 und 1225, 1928. 
4 W. Engelhardt, ebendaselbst 9, 1550, 1930. 
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Die Resultate der ,,kiinstlichen Atmung“ in Versuchen mit kernlosen 
Erythrocyten und Methylenblau unterscheiden sich von denen der natiir- 
lichen Atmung insofern, als man den Eindruck hatte, Methylenblau mache 
in Gegenwart von Fluorid nur den einen TeilprozeB riickgaingig, nimlich 
die Esterspaltung, nicht den Pyrophosphatzerfall; oder, besser gesagt, fiihrt 
die Methylenblauatmung nur zur Estersynthese, die Pyrophosphatbildung 
kann sie nicht herbeifiihren. 

Als diese Versuche bereits beendet waren, wurde mir die Arbeit von 
Embden, Hefter und Lehnartz! bekannt. Die von den Autoren erhaltenen 
Resultate decken sich prinzipiell vollkommen mit dem, was ich an den 
Blutzellen beobachten konnte: nach Pyrophosphatzerfall im Muskel, 
hervorgerufen durch schonende Reizung, lieB sich bei aerober Erholung 
eine Resynthese von Pyrophosphat feststellen. Diese Befunde waren fiir 
mich um so mehr interessant, als sie eine wertvolle Stiitze dem Gedanken 
brachten, welcher mir bei der Wahl des Versuchsobjekts gedient hat, 
nimlich daB die GesetzmaBigkeiten, die wir am Blutkérperchen auf- 
finden, ihre Giiltigkeit auch fiir andere Zellarten bewahren. Die 
Funktionen der roten Blutzelle sind maximal vereinfacht, sie hat weder 
mechanische noch sekretorische Arbeit zu leisten, Reizerscheinungen 
scheinen ebenfalls zu fehlen. Dieser vereinfachten Funktion muB ein 
ebenso maximal vereinfachter Stoffwechsel entsprechen, dessen Haupt- 
linien aber von denselben Gesetzen beherrscht werden, wie auch in 
hochdifferenzierten Zellen; hier sind aber diese GesetzmaBigkeiten einer 
experimentellen Analyse ohne Vergleich zuginglicher. 

Wir finden in der Literatur, in verschiedenen Arbeiten, Befunde, die 
auf einen Zusammenhang zwischen Phosphorsiureumsatz, und Atmung 
deuten. In verschiedensten Geweben liBt sich wahrend der Anaerobiose 
ein gesteigerter Phosphorsiurezuwachs feststellen, so wie wir ihn in den oben 
beschriebenen Versuchen an Vdégelerythrocyten finden. So haben dies 
zuerst in sehr demonstrativer Weise Lange und Henning? an Tumorschnitten 
festgestellt; Cyanid, Urethan, Chloroform rufen eine intensive Phosphor- 
siureabspaltung hervor. Die Autoren fiihren diese Etscheinung haupt- 
saichlich auf eine Verainderung der Permeabilitaét zuriick. In den Versuchen 
Kitanos* wurde beim Durchstrémen der Froschmuskulatur in Gegenwart 
von Cyanid mehr Phosphorsaure an die Durchspiilungsfliissigkeit abgegeben, 
als unter aeroben Bedingungen. In der Nierensubstanz laBt sich, nach 
Versuchen von Gyérgy und Keller4 eben‘ails unter anaeroben Bedingungen, 
und auch in Abwesenheit von Glucose, ein gesteigerter Phosphorséure- 
zuwachs beobachten. In einer bemerkenswerten Untersuchung am Nerv 
konnte in jiingster Zeit Gerard’ Zuwachs von Phosphorséure in anaeroben 


1G. Embden, J. Hefter u. M. Lehnartz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
187, 53, 1930. 

2 H. Lange u. N. Henning, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 131, 
75, 115, 119, 1928. 

3 7’. Kitano, Piliigers Arch. 219, 500, 1928. 

‘ 
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P.Gyérqy u. W. Keller, diese Zeitschr. 210, 435, 1929. 
R. Gerard and J. Wallen, Amer. Journ. of Physiol. 89, 108, 1929 
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sedingungen, und Verschwinden von Orthophosphat bei darauffolgender 
Aerobiose feststellen, also ebenfalls genau dasselbe, was wir bei den Erythro- 
cyten sehen. Ob es sich um Bildung von Pyrophosphat handelt (dessen 
Gehalt im Nerv nach Gerard 3,5 mg-°, betragt) wurde in der erwahnten 
Arbeit nicht speziell untersucht. Und zuletzt méchte ich noch bemerken, 
daB ich selber vor etwa 2!, Jahren in gemeinsam mit A. Parschin an- 
gestellten Versuchen an der isolierten Leber! beobachtet habe, daB bei 
Zusatz von Cyanid zur Durchspiilfliissigkeit die Phosphorséaureaussc heidung 
auBerordentlich gesteigert wurde. Es konrte damals den Versuchen keine 
Erklirung gegeben werden, sie blieben auch unveréffentlicht. Lohmann? 
bezeichnet den Pyrophosphatzerfall als eine ,,Absterbeerscheinung*’. Dieser 
Bezeichnung kann ich nicht zustimmen. Unter dem Begriff des Absterbens 
verstehen wir stets irreversible Prozesse. Der Pyrophosphatzertall ist 
reversibel, und er kann also ebensowenig als eine Absterbeerscheinung 
betrachtet werden wie etwa die bei der Anaerobiose im Muskel auftretende 
Milchséurebildung. DaB in den Versuchen Lohmanns im Muskel auch bei der 
Anaerobiose nur ein geringer Pyrophosphatzerfall stattfand, wiirde vielleicht 
eben dadurch zu erkléiren sein, daB hier als vikariierender ProzeB die 
Glykolyse einsetzt *. Bei den Végelerythrocytenreicht offenbar die Glykolyse 
zur Autrechterhaltung des normalen Pyrophosphatgehalts nicht aus. 

Es wird sicherlich interessant sein, den Pyrophosphatumsatz in 
Tumoren und in Zellen mit besonders intensivem Stoffwechsel zu unter- 
suchen, so z. B. in der Netzhaut und im Ei, beim Ubergang vom 
ruhenden Zustand zur Zellteilung nach der Befruchtung. Uber solche 
Versuche hoffe ich bald berichten zu kénnen. 


Zusammenfassung. 


1. Kernlose Erythrocyten kénnen durch Zusatz von Methylenblau 
weitgehend auf aeroben Stoffwechsel iibergefiihrt werden. Wird die 
restierende Glykolyse durch Fluoridzusatz véllig aufgehoben, so 
werden bei der Methylenblauatmung gréBere Mengen Phosphorsaure 
organisch gebunden. 


1 Vel. W. Engelhardt u. A. Parschin, diese Zeitschr. 208, 221, 1929. 
2 K. Lohmann, |. ¢. 

3 Nachtrag bei der Korrektur. So kann Kreatinphosphorsaure im 
Muskel sowohl aerob (Eggleton) wie auch anaerob allerdings in ver- 
schiedenem AusmaB — resynthetisiert werden (Nachmansohn, diese Zeitschr. 
196, 73, 1928); die energieliefernde Reaktion bleibt im zweiten Falle un- 
bekannt, die Glykolyse soll es nicht sein. Fiir die aerobe Resynthese konnten 
Meyerhof und Nachmansohn in einer soeben erschienenen Arbeit (diese 


mol. Phosphorsaure 


Zeitschr. 222, 1, 1930) den Quotienten berechnen. 


mol. Sauerstoff 

Wahrscheinlich wird sich ein entsprechender Quotient fiir die aerobe 
Resynthese von Pyrophosphat in den kernhaltigen Erythrocyten (und 
vermutlich auch in anderen atmenden Zellen) auffinden lassen, analog 
dem auf Glykolyse bezogenen Quotienten der Phosphorsiureveresterung 
in den nichtatmenden Siéugetiererythrocyten (vgl. vorstehende Mitteilung) 


38 W. A. Engelhardt: Ortho- u. Pyrophosphat im Stoffwechsel usw. 


2. Hemmung der Atmung bei kernhaltigen Végelerythrocyten 

(Taube) hat einen sehr schnellen Zuwachs an anorganischer Phosphor- 
siure zur Folge. Dies wird gedeutet nicht als hervorgerufene Spaltung 
von Phosphorsdureverbindungen, sondern als Folge ausbleibender 
Resynthese, die normalerweise durch die Atmung herbeigefiihrt wird. 
Als Quelle der Phosphorsiure ist in erster Linie das Pyrophosphat 
anzusehen. 
3. Es wird angenommen, da die Spaltung von Phosphorsiure- 
verbindungen (darunter auch von Pyrophosphat) standig in der Zelle vor 
sich geht, auch unter aeroben Bedingungen. Nur wird diese Spaltung 
durch die Atmung riickgingig gemacht. 

4. Diese Vorstellung lieB sich durch direkten Nachweis einer aeroben 
Resynthese von Pyrophosphat nach anaerobem Zerfall bekraftigen. 

5. Die an den Blutzellen festgestellten Beziehungen sind wahr- 
scheinlich ganz allgemein fiir die verschiedensten Zellarten und Gewebe 
giltig. 




















Zerfillt Lactacidogen (Hexosemonophosphorsiiure) 
bei der Muskelkontraktion? 


Von 


K. Lohmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem, Abteilung 
Meyerhof und dem Institut fiir Physiologie im Kaiser Wilhelm-Institut 
fiir Medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 8. August 1930.) 


Meyerhof und Lohmann'* haben bei der vergleichenden Bestimmung 
der Kinetik der Milchséurebildung in wasserigen Muskelextrakten und 
der Alkoholgirung in Hefemazerationssaften gefunden, daBb die Kohlen- 
hydrate oft schneller gespalten werden kénnen als die isolierten Kohlen- 
hydratphosphorsaureester, seien dies die Robisonsche oder Embdensche 
Hexosemonophosphorsiéure oder die Harden-Youngsche Hexosedi- 
phosphorsaure. Ahnliche Versuche mit Trockenhefepraparaten wurden 
von Neuberg und Kobel? sowie von Euler und Myrbdck® mitgeteilt. 
Die ersteren fanden eine ungleich geringere Gargeschwindigkeit der 
zugesetzten Kohlenhydratphosphorsaureester, die letzteren die gleiche 
bei der Vergaérung der Robisonschen Hexosemonophosphorsaure und 
der Hexosen. Doch steht fest, da die negativen Versuche in einem 
solchen Falle schwerer wiegen, daB die isolierten Phosphorsaureester 
nicht als wahre Zwischenprodukte bei der desmolytischen Spaltung 
der Kohlenhydrate in Betracht kommen kénnen. Von Meyerhof und 
Lohmann wurde aus ihrem Versuchsergebnis die Anschauung ent- 
wickelt, daB, da die Spaltung der Kohlenhydrate in Milchsiure oder 
Alkohol und CO, nicht iiber die bisher bekannten_,,biologischen‘ * 


1 O. Meyerhof u. K. Lohmann, N. W. 14, 1277, 1926; diese Zeitschr. 
185, 113, 1927. 

2 ©. Neuberg u. M. Kobel, Liebigs Ann. 465, 272, 1928. 

3 H.v. Euler u. K. Myrbdck, ebendaselbst 464, 56, 1928. 

4 ,.Biologisch“ im Gegensatz zu den auf chemischem Wege hergestellten 
Zuckerphosphorsiureestern. 
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Phosphorsaureester erfolgen kann, diese faBbaren Verbindungen 
vielleicht ,,stabilisierte‘’ Produkte einer ,,labilen‘’ Form sind?. DaB 
eine solche Umwandlung eines vorhandenen Kohlenhydratphosphor- 
sdiureesters in eine chemisch und enzymatisch schwerer angreifbare 
Verbindung durchaus mdglich ist, konnte kiirzlich von Lipmann und 
Lohmann* an der spontan in wasserigem Froschmuskelextrakt ver- 
laufenden Umwandlung des Harden-Young-Esters in einen schwerer 
in heiBer Saure sowie fermentativ aufspaltbaren Phosphorséureester 
gezeigt werden. Aus induktiven Griinden wird bei dieser Arbeits- 
hypothese an der Annahme festgehalten, daB Milchsaiurebildung und 
alkoholische Garung iiber Kohlenhydratphosphorsaureester als Zwischen- 
stufe bei dem in der lebenden Zelle stattfindenden Kohlenhydratabbau 
verlaufen. Die Notwendigkeit von anorganischem Phosphat fiir die 
Milchsaurebildung, der Bedarf des desmolytischen Fermentkomplexes 
an verschiedenen Mengen Coferment fiir die Spaltung der Kohlenhydrate 
einerseits, fiir die der Hexosemonophosphorsadureester und der Harden- 
Young-Hexosediphosphorsdure® andererseits, sowie nicht zuletzt das 
fast regelmaBige Auftreten dieser Kohlenhydratphosphorsauren bei 
der Tatigkeit zerstérter Muskel- und Hefezellen selbst, lassen diese 
Annahme als durchaus gerechtfertigt erscheinen. 


Die an _ wiasserigen Fermentlésungen gewonnenen Ergebnisse 
diirfen nicht ohne weiteres auf den Reaktionsablauf in der intakten 
Zelle tibertragen werden. Sie sind aber geniigend bedeutungsvollt 
daB man ihnen widersprechende Befunde an der intakten Zelle mit 
besonderer Kritik betrachten muB. Hierzu gehéren die Versuche von 
Embden und seinen Mitarbeitern*, nach denen das im frischen Muskel 
vorhandene Lactacidogen, eine von Embden und Zimmermann® als 
eine Hexosemonophosphorsiure (Embden-Ester) identifizierte Ver- 
bindung, die unmittelbare Vorstufe der im Verlauf der Muskelkontraktion 
auftretenden Milchsaéure sein soll. 


Die schon vor Jahren entwickelte Anschauung Embdens griindete 
sich insbesondere (neben allgemeinen Befunden, z. B. iiber den ver- 
schiedenen Lactacidogengehalt in verschieden stark tatigen Muskeln usw.) 


1 Die isolierten Hexosemono- und -diphosphorsiureester stellen nach 
dieser Annahme natiirlich keine Stabilisierungsprcdukte der Hexosen dar, 
wie gegeniiber A. Hahn u. W. Haarmann, Zeitschr. f. Biol. 90, 231, 1930. 
zu bemerken ist. 


2 F. Lipmann u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 222, 389, 1930. 

3 O. Meyerhof u. K. Lohmann, |. c.; A. Gottschalk, H. 178, 184, 1928. 

4G. Embden u. H. Lawaczeck, diese Zeitschr. 127, 181, 1922; G. Emb- 
den, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. VIIT (1) 8. 369, 1925. 

5 G. Embden u. M. Zimmermann, H. 167, 114, 1927. 
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auf zwei Versuchsanordnungen, die eine Vermehrung des anorganischen 
Phosphats im Muskel aus dem Zerfall der Lactacidogenfraktion bzw. 
deren Abnahme selbst, ergeben haben sollten. Bei der ersten Versuchs- 
anordnung wurde eine Zunahme an anorganischem Phosphat_ bei 
langer fortgesetzter elektrischer Reizung eines Muskels gefunden (die 
jedoch nicht aus dem Zerfall des Lactacidogens, sondern der Pyro- 
phosphatfraktion! herriihrt), bei der zweiten eine Zunahme an an- 
organischem Phosphat und Verschwinden des Hexosemonophosphor- 
siureesters in etwa dquivalentem Verhaltnis bei dem Abtéten eines 
Muskels auf der Héhe einer Kontraktion. 


Diese letzteren Versuche wurden so interpretiert, daB auf der Héhe 
einer Kontraktion das Lactacidogen in Hexose und Phosphat zerfallt 
und daB im Augehblick der Erschlaffung bzw. Erholung eine Resynthese 
des abgespaltenen Phosphats zu Lactacidogen stattfindet, wobei sich 
normalerweise Zerfall und Resynthese die Waage halten. Ein Teil 
der Hexose wird hierbei in Milchsaiure gespalten, die so verschwundene 
Hexose wird aus dem Glykogen des Muskels ersetzt. Der Zerfall und 
die Resynthese des Lactacidogens sollen nun nach Embden zu trennen 
sein, wenn ein frischer, unermiideter Muskel in fliissiger Luft gefroren 
und dabei in stark kontrahiertem Zustande fixiert wird; bei dieser 
Kontraktion soll dann ein mehr oder minder groBer Teil des Lacta- 
cidogens irreversibel zerfallen sein. Als Kontrollmuskel dient ein durch 
kurze tetanische Reizung ermiideter Muskel, da ein solcher beim Ge- 
frieren in fliissiger Luft die Kaltekontraktion nicht zeigt, also im er- 
schlafften Zustande gefriert. Der frische, unermiidete Muskel wird nach 
dieser Argumentation nach dem Gefrieren in fliissiger Luft als ,,Arbeits- 
muskel‘‘, der durch tetanische Reizung ermiidete als ,,Ruhemuskel* 
angesehen. 


Eggleton und Eggleton? haben diesen Versuch in derselben An- 
ordnung (Gefrieren in fliissiger Luft und Bestimmung des direkt be- 
stimmbaren Phosphats) wiederholt und das Ergebnis experimentell 
bestatigt. Doch gaben sie ihm die entgegengesetzte Deutung, wonach 
der in nicht gereiztem Zustande in fliissige Luft eingetauchte Muskel 
als Ruhemuskel anzusehen ist, also bei kurzer tetanischer Reizung 
eine Synthese von Lactacidogen erfolgt sein muBte. Bei der Nach- 
priifung dieser Frage fiir die Feststellung, ob die verschwundene 
(Embden) baw. gebildete (Eggleton) P-Verbindung eine schwer in Saure 
hydrolysierbare Substanz darstellt, wie es fiir das Lactacidogen (Hmbden- 
Ester) gefordert werden mu8, habe ich mich der Anschauung Eggletons 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 208, 172, 1928. G.Emlden, J. Hejter 
u. M. Lehnartz, H. 187, 53, 1930. 
2 P. Eggleton u. G. P. Eggleton, Journ. of Physiol. 65, 15, 1928. 
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angeschlossen, und zwar auf Grund der Tatsache, daB auch beim Ab- 
téten der Muskeln in eiskalter Trichloressigsdure stets eine Zunahme 
der schwer in Saure hydrolysierbaren P-Fraktion bei dem tetanisch 
gereizten Muskel gegeniiber dem frischen gefunden wurde!. Schon 
vorher hatte Jrving? durch Bestimmung des Phosphats vor und nach 
Autolyse gereizter und ungereizter Muskeln in Bicarbonat zumeist 
eine Zunahme der autolysablen Fraktion, die er noch insgesamt als 
Lactacidogen ansprach, in den gereizten Muskeln gefunden. Einwand- 
freiere Versuche wurden spiter von Davenport und Sachs* mitgeteilt, 
nach denen nach langerer indirekter tetanischer Reizung die autolysable 
aber in heiBer Saure schwer aufspaltbare P-Fraktion stets deutlich 
vermehrt war. Eine Widerlegung der Embdenschen Beweisfiihrung 
ist bisher aber nicht versucht worden. 


Die Deutung der Versuchsanordnung von Embden-Lawaczeck 
spitzt sich also auf die Frage zu, ob die Verainderung im Lactacidogen- 
gehalt des Muskels bei dem Eintauchen in fliissige Luft stattfindet 
oder bei der vorhergehenden tetanischen Reizung. 


Nun ist es nach unseren heutigen Kenntnissen nicht médglich, 
irgendeine lebende Zelle in ihrem jeweiligen wahren Zustande der 
chemischen Untersuchung zuzufiihren (abgesehen von manometrischen 
Methoden, fiir die hier aber noch keine Anwendungsméglichkeit besteht), 
da diese ja nur nach der Abtétung der Zelle, die stets mit einem Trauma 
verbunden ist, erfolgen kann. Jedes Versuchsergebnis der Muskel- 
chemie (ganz besonders des intakten Muskels) leidet an diesem Mangel*. 
Die Wahrscheinlichkeit bzw. Sicherheit aber, da®B bei irgendeiner 
Einwirkung auf den Muskel gerade hierdurch eine analytisch fest- 
stellbare Veranderung bewirkt wird, kann nun allgemein so erschlossen 
werden, das 1. ohne die betreffende Einwirkung (in diesem Falle 
die tetanische Reizung) unter sonst verschiedenen Versuchsbedin- 
gungen eine solche Verainderung nicht auftritt, und daB 2. mit 
der Einwirkung die feststellbare Veranderung in einer Beziehung 
zu deren Dauer oder Starke, also in einem mehr oder weniger quanti- 
tativen Verhaltnis steht. 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 203, 172, 1928. 

2 L. Irving, Journ. Amer. Phys. 83, 395, 1928. 

3 H. A. Davenport u. J. Sachs, Journ. of biol. Chem. 81, 469, 1929. 

4 Wie weiter unten noch ausgefiihrt wird, laBt iibrigens der Umstand, 
daB bei den verschiedenen Tétungsarten mit unseren bisherigen chemischen 
Methoden innerhalb der Fehlergrenze eine weitgehende Ubereinstimmung 
im Gehalt an den einzelnen séureléslichen Zellbestandteilen gefunden wird, 
annehmen, daS der faBbare chemische Umsatz bei der mit allen Vorsichts- 
maBregeln vorgenommenen Abtétung eines unverletzten Muskels nicht sehr 
etheblich sein diirfte. 
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Ein Beitrag zur Klarung dieser Frage erscheint erforderlich, da 
kiirzlich Embden! seine Deutung der Embden-Lawaczeckschen Versuchs- 
anordnung trotz einer Einschrankung in den wesentlichen Punkten 
aufrecht erhalten hat. 

Zu 1. erscheint nun als ein méglicher Weg zur Lésung der Frage, 
ob das Lactacidogen bei dem Abtéten des Muskels in fliissiger Luft 
zerfallt, der Vergleich des P-Gehalts im Muskel bzw. des Lactacidogens 
selbst bei verschiedenen Tétungsarten. Wird dieser nun unter den 
verschiedenen Bedingungen gleichgefunden (Gefrieren in fliissiger Luft, 
Zerdriicken des Muskels, vor oder nach dem Zerschneiden, in Trichlor- 
essigsaure oder Salzsiure usw.), so miiBte nach der Argumentation 
von Embden in allen Fallen der gleiche qualitative und quantitative 
Effekt auf den P-Umsatz beim Abtéten des Muskels angenommen 
werden, eine Hilfshypothese, die zum mindesten in quantitativer 
Beziehung wenig wahrscheinlich anmutet (und dann auch fiir andere 
Stoffwechselumsatze in Anspruch genommen werden darf), wenn mit 
diesem Eingriff ein so erheblicher Umsatz verbunden ist, wie er dann 
gefolgert werden miiBte. 

Ein Vergleich des P-Gehalts bei variierter Abtétungsart des 
Muskels ist in zahlreichen Laboratorien ausgefiihrt. Das Ergebnis 
war tbereinstimmend, daB mit und ohne vorhergehendes Gefrieren 
des Muskels in fliissiger Luft, beim EnteiweiBen mit Trichloressigsiure 
oder Sublimatsalzsaure, stets dieselben Werte fiir das direkt bestimmbare 
Phosphat (die Summe von Kreatinphosphorsiure und wahrem an- 
organischen Phosphat) innerhalb der Fehlergrenzen gefunden sind. 
Zur Feststellung, ob dabei im Gehalt der in kalter Saure bestaindigen 
P-Verbindungen des eiweiBfreien Extrakts von ungereizten Muskeln 
irgendwelche Veranderungen auftreten, habe ich fiir eine Versuchsserie 
auch die Hydrolysekurven in n HCl bei 100° aufgenommen. Hierdurch 
kann der Gehalt an gewissen P-Verbindungen durch ihre verschiedene 
Aufspaltungsgeschwindigkeit bestimmt werden. 

Wie aus der Tabelle I hervorgeht, insbesondere aus den vier letzten 
Spalten, wo die gefundenen Differenzen zwischen je zwei symmetrischen 
Gastrocnemien angegeben sind, sind die Abweichungen bei den ver- 
schiedenartig abgetéteten Muskeln nicht wesentlich gréBer als bei 
den gleichartig abgetéteten. Diese Abweichung ist bei acht von neun 
Muskelpaaren maximal 0,1 mg P,O; (3,5°,), nur in einem Versuch 
(Nr. 4), wo beide Muskeln in gleicher Weise in Trichloressigsiure ab- 
getétet waren, ist sie 0,19 mg P,O, (7,4°,). Als b-Muskeln sind in der 
Tabelle immer diejenigen mit dem niedrigeren Gehalt an direkt be- 
stimmbarem Phosphat genommen. Die Abweichung betragt im Durch- 


1 G. Embden, J. Hefter u. M. Lehnartz, H. 187, 53, 1930. 
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schnitt der neun Versuche bei dieser Berechnung, wo sich alle Ab- 
weichungen in einer Richtung summieren, 0,03 bis 0,06 mg P,O,, 
wobei die Werte fiir das direkt bestimmbare Phosphat und das Gesamt- 
phosphat die Eleinsten Unterschiede zeigen. 

Ein ganz anderes Bild erhalt man, wenn der eine Muskel sofort in 
Trichloressigsiure abgetétet wird, der andere aber erst nach tetanischer 
Reizung (dreimal 5 Sekunden isometrisch direkt). In der Tabelle I 
ist eine Versuchsserie dieser Art wiedergegeben. In zwei Versuchen 
von sieben betragt der Unterschied nur 0,09 mg und 0,18 mg P,O,, 
in fiinf Versuchen ist er 0,25 mg P,O; und héher. Alle Differenzen 
liegen nach derselben Seite, indem der tetanisch gereizte Muskel einen 
geringeren Gehalt an direkt bestimmbarem Phosphat hat als der nicht 
gereizte. Dieser Mindergehalt ist im Durchschnitt der Versuche auf 
Grund des 7-Minuten-Wertes 0,26 mg P,O,. 

Dies ist experimentell dasselbe Ergebnis wie es Embden und seine 
Mitarbeiter erhalten haben, und zwar sowohl nach den friiheren Unter- 
suchungen aus dem Unterschied des direkt bestimmbaren Phosphats, 
wie nach den neueren, wo der Gehalt an Lactacidogen nach der Methode 
von Embden und Jost! aus der Reduktionskraft der Esterfraktion 
nach ihrer Isolierung bestimmt wurde. Da nun aber bei dem Abtéten 
eines Muskels in Trichloressigsiure nahezu dieselbe Verteilung der 
P-Fraktionen gefunden wird wie beim Abtéten in fliissiger Luft, miiBte 
nach der Argumentation von Embden angenommen werden, das beide 
Tétungsarten genau dieselbe Veranderung im Gehalt der P-Fraktionen 
im frischen Muskel bewirken, wie sie hier gefunden ist. 

Eine unbedingte Voraussetzung der HEmbdenschen Anschauung 
ist ferner, daB der frische Muskel, der beim Eintauchen in fliissige Luft 
sich kontrahiert, wirklich auf der Héhe dieser Kaltekontraktion fixiert 
wird. Dies ist aber nach Versuchen von Manigk? nicht der Fall, der 
zeigen konnte, daB in einem Sartorius beim Gefrieren in fliissiger Luft 
erst nach 2 Sekunden, in einem Gastrocnemius aber erst nach 10 Se- 
kunden alle Lebenserscheinungen erloschen sind. Die Fixierung eines 
Muskels im Zustande einer Hinzelkontraktion ist also in der Embden- 
Lawaczeckschen Versuchsanordnung nicht erreicht worden. 

Die auf 8. 42 unter Punkt 2 als méglich bezeichnete Feststellung 
zur Entscheidung der angeschnittenen Frage ist die, ob die Menge des 
bei der tetanischen Reizung auftretenden Embden-Esters in einer 
quantitativen Beziehung zur Dauer der tetanischen Reizung steht. 

Aus der Tabelle VII, die eine Zusammenstellung der in den 
Tabellen II bis VI ausfiihrlich wiedergegebenen Versuche darstellt, 


1G. Embden u. H. Jost, H. 179, 24, 1928. 
2 W. Manigk, Pfliigers Arch. 224, 722, 1930. 
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Tabelle VII. 
Phosphatveresterung bei tetanischer Reizung von Froschgastrocnemien. 
Zusammenstellung der Mittelwerte aus den Tabellen IT bis VI. 





Veresterung in mg P20; 


Anzahl 
Nr. a-Reihe b-Reihe der —* 
Versuche Re 7 Min. 180 Min. 
1 Nicht gereizt 1mal 5 sec 
Tetanus 4 0,10 0,11 0,10 
2 - s 3mal 5 see 
Tetanus 7 0,23 0,26 0,23 
3 1mal 5sec 9 5mal 5 sec 
Tetanus Tetanus 5 0,07 0,23 0,21 
4 Nicht gereizt| 5mal 5 sec 
Tetanus 4 0,20 0,34 0,39 
' 
5 ™ . 10mal 5 see ‘ 
Tetanus 3 0,26 0,45 0,39 


geht nun eindeutig hervor, da} mit zunehmender Reizdauer der Gehalt 
des tetanisch gereizten Muskels an der schwerer hydrolysierbaren 
P-Fraktion (auf Grund des 7- bzw. 180-Minuten-Wertes) zunimmt. 
Line geringere und weniger regelmaBige Zunahme ist auch im Gehalt 
des direkt bestimmbaren Phosphats zu finden. Diese Abweichung 
zwischen den Werten fiir das direkt bestimmbare und das nach 7 Minuten 
langer Hydrolyse bestimmbare Phosphat beruht darauf, dai ins- 
besondere bei lingerer Reizung neben der Veresterung ein Zerfall 
der Pyrophosphatfraktion stattfindet, der in der Bilanz der Ester- 
synthese entgegenwirkt. Auch hier finden wir, daB ebenso wie bei der 
Reizung mit Einzelschlagen, der Zerfall der Pyrophosphatfraktion nicht 
der Reizdauer proportional ist, sondern merkbar erst nach dem Er- 
reichen eines gewissen Ermiidungsgrades einsetzt, der auBerdem 
neben der Reizdauer in sehr starkem Mabe noch von der Reizstirke 
abhingt. Die Estersynthese selbst betragt auf Grund der 7-Minuten- 
Werte (also nach Eliminierung der Pyrophosphatfraktion) nach einem 
5-Sekunden-Tetanus im Mittel 0,1l mg P,O;, nach 3 5-Sekunden- 
Tetani 0,26 mg P,O;, nach 5 5-Sekunden-Tetani 0,34 mg P,O,;, nach 
10 5-Sekunden-Tetani 0,45 mg P,O;. 

Die aus den 180-Minuten-Werten gegeniiber den 7-Minuten-Werten 
berechnete Veresterung ist um den Betrag kleiner, um den der gebildete 
Ester bei der Hydrolyse zwischen 7 und 180 Minuten aufgespalten wird. 
Diese Aufspaltung betrigt bei dem isolierten Embden-Fster etwa 20 bis 
25°,. Zusammen mit den Reduktionskraftbestimmungen von Embden und 
Jost (1. ¢.) ist anzunehmen, daB der gebildete Ester sehr wahrscheinlich der 
Embden-Ester ist. 

Diese Reihe spricht unbedingt dafiir, daB der Estergehalt mit 
zunehmender tetanischer Reizung des Muskels ansteigt. 
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Zusammenfassend laBt sich sagen, daB die im Titel gestellte Frage 
nicht streng beantwortet werden kann, da bisher keine Méglichkeit 
besteht, einen Muskel auf der Hohe einer Einzelzuckung zu fixieren. 
Ein ,,Lactacidogen‘-Zerfall bei der Einzelzuckung ist also zum 
mindesten nicht bewiesen. Dabei ist nicht daran zu zweifeln, daB der 
Embden-Ester in dem Sinne ,,Lactacidogen“ ist, als er ein ,,Milchsaéure- 
bildner“ sein kann. Doch bleibt es aus der Bestimmung der Reaktions- 
kinetik in Extraktversuchen fraglich, daB er die unmittelbare Milch- 
siurevorstufe sein muf. Dagegen ist die Annahme Embdens entschieden 
abzulehnen, die aus dem Ergebnis der Embden-Lawaczeckschen Ver- 
suchsanordnung gezogen wurde, wonach beim Einsenken eines Muskels 
in fliissige Luft auf der Héhe einer Einzelzuckung ein betrachtlicher 
Teil des Lactacidogens in Hexose und Phosphat zerfallen soll. Der 
Unterschied im Gehalt an Embden-Ester zwischen einem in ungereiztem 
Zustande und einem nach tetanischer Reizung abgetéteten Muskel 
beruht zweifellos auf einer Estersynthese im tetanisch gereizten Muskel, 
da deren GréBe von der Dauer (und Starke) der vorhergehenden 
Reizung abhangig ist. 
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Weitere Untersuchungen iiber Muskelkontraktionen 
ohne Milchsiurebildung. 


. Von 
Einar Lundsgaard (Kopenhagen).! 


(Aus dem Institut fiir Physiologie im Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg. ) 


(Eingegangen am 8. August 1930.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Schon in einer friiheren Arbeit wurde von mir mitgeteilt, daB Frosch- 
muskeln, die in bestimmter Weise mit Monojodessigsdure vergiftet sind, 
imstande sind, 100 bis 150 isotonische Einzelzuckungen auszufiihren, wenn 
die Muskeln (Gastrocnemien) in situ indirekt gereizt wurden, ohne daB 
bei dieser Arbeitsleistung eine Milchsiurebildung nachzuweisen war, 
wahrend in normalen Kontrollmuskeln, die in derselben Weise gereizt 
wurden, 0,5 bis 0,6 mg Milchséure pro Gramm gebildet waren?. Wahrend 
bei dieser maBigen Arbeit in den normalen Muskeln nur eine beschrankte 
Phosphagenspaltung nachzuweisen war, war in den vergifteten Muskeln 
nach derselben Arbeitsleistung das Phosphagen restlos aufgespalten. 
Die hierdurch freigesetzte Phosphatmenge war nicht als anorganisches 
Phosphat nachzuweisen, ~ielmehr lieB sich zeigen, daB eine bedeutende 
Zunahme von Hexosephosphat stattgefunden hatte. Wenn man damit 
rechnete, daB die mittels des Reduktionsverfahrens von Embden und 
Jost® bestimmte Hexosephosphatmenge ausschlieBlich Hexosemono- 
phosphat ware, wurde die durch Phosphagenspaltung freigesetzte 
Phosphatmenge nicht véllig durch die Zunahme von Hexosephosphat 
gedeckt. 


1 Fellow der Rockefeller-Stiftung. 
2 E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 217, 162, 1930. 
3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 24, 1928. 
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Aus der Milchséurebildung der normalen Kontrollmuskeln lieB 
sich die Energieleistung der gleichartig gereizten vergifteten Muskeln 
ungefaihr schitzen. Der hierbei erreichte Wert (0,2 cal pro Gramm) 
stimmte in auffalliger Weise mit der Wairmebildung iiberein, die sich 
aus der in den vergifteten Muskeln stattgefundenen Phosphagenspaltung 
berechnen lieB, wenn mit der Hydrolysenwirme des Phosphagens 
(110 bis 120 cal pro Gramm H,PO,)! gerechnet wurde. Es wurde 
jedoch hervorgehoben, daB diese Schitzung des Energieumsatzes der 
vergifteten Muskeln eher zu niedrig als zu hoch sein diirfte, da die 
normalen Kontrollmuskeln durchgingig etwas weniger gereizt waren 
als die vergifteten. Von diesen Ergebnissen geleitet, wurde angenommen, 
daB in den mit Monojodessigsdure vergifteten Muskeln die Phosphagen- 
spaltung der energieerzeugende Vorgang ist, und die Hypothese wurde 
aufgestellt, daB auch in normalen Muskeln das Phosphagen der bei 
der Maskelkontraktion direkt energieliefernde Stoff ist, wahrend die 
Milchsdiurebildung hier eine ununterbrochene Resynthese von Phos- 
phagen bewirkt. Ebenso wie Muskeln, die durch Vergiftung mit Mono- 
jodessigsiure ihre Milchsaiurebildungsfihigkeit verloren haben, reine 
, alactacide“ Kontraktionen ausfiihren, sollte auch bei normalen Muskeln 
eine ,,alactacide Kontraktionsphase“ bestehen, die durch Phosphagen- 
zerfall charakterisiert sein wiirde, und die gleichzeitige Milchsaure- 
bildung sollte nur die Energie fiir die dauernde Riickverwandlung 
des Phosphagens liefern. 


Da diese Auffassung der Rolle des Phosphagens in der Chemie 
des Muskels erheblich von der bisherigen Anschauung abwich, war es 
sehr wiinschenswert, die erreichten Resultate naher nachzupriifen und 
zu erweitern. Wie schon in meiner ersten Arbeit hervorgehoben wurde, 
muBte besonders eine Untersuchung dariiber, ob die Phosphagen- 
spaltung in monojodessigsiurevergifteten Muskeln mit der Energie- 
leistung parallel lauft, von ausschlaggebender Bedeutung sein. Es 
ist fiir die kritische Nachpriifung und die Weiterfiithrung dieser Versuche 
von der gréBten Bedeutung gewesen, daB Professor O. Meyerhof mir 
in seinem Institut einen Arbeitsplatz gegeben hat, und es ist mir 
eine angenehme Pflicht, hier Herrn Professor Meyerhof meinen herz- 
lichen Dank zu sagen fiir sein Interesse, seine wertvolle Hilfe und 
kundige Lenkung. 


1. Uber die Aufhebung der Glykolyse. 


Die auffalligste Anderung des Chemismus der Muskelkontraktion, 
die durch Vergiftung mit Monojodessigsiure hervorgerufen wird, ist 


1 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 49, 1928. 
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die Aufhebung der Milchséurebildung!. Es war mir daher natiirlich 
von groBer Bedeutung, diesen Befund mit der im hiesigen Institut 
durchgearbeiteten Methodik zur Milchsiurebestimmung nachzupriifen. 
Auch hatte man mit der allerdings schon von vornherein wenig plau- 
siblen Méglichkeit rechnen kénnen, da die in meiner friiheren Arbeit 
gefundene Aufhebung der Milchséurebildung nur eine scheinbare ware. 
Erstens ist in den friiheren Versuchen eine Oxydation der gebildeten 
Milchséure nicht absolut ausgeschlossen, obwohl die Zirkulation auf- 
gehoben und die Reizfrequenz eine sehr hohe war, zweitens ware es 
méglich, daB wahrend der Kontraktionen in der Tat Milchséure ge- 
bildet wird, die aber bei der Entwicklung der Starre und den dadurch 
bedingten tiefgreifenden Anderungen der Struktur der Muskeln in 
irgendeiner Weise umgewandelt oder jedenfalls dem Nachweis entzogen 
wird. Endlich ware es méglich, da die Ghykolyse in den vergifteten 
Muskeln einen abnormen Verlauf nimmt und statt Milchsaiure eine 
andere 3-C-Verbindung gebildet wird, Brenztraubensiure oder Methyl- 
glyoxal. 

Um die Versuche unter zuverlissigen anaeroben Bedingungen durch- 
fiihren zu kénnen, war es notwendig, mit isolierten Muskeln zu arbeiten. 
Dies ist auch mit keinerlei Schwierigkeit verbunden gewesen. Nachdem die 
Tiere in gew6hnlicher Weise vergiftet sind, werden sie etwa 10 Minuten in 
Kis gekiihlt, abgehaiutet und die Gastrocnemien auf eisgekiihltem Teller 
prapariert. Es mu8 hier bemerkt werden, daB es sich bei den ersten Ver- 
suchen, die im Februar in ziemlich kalten Riumen vorgenommen wurden, 
als notwendig zeigte, 1 bis 1,5 Stunden nach der Einspritzung zu warten, 
ehe die Muskeln prapariert wurden, um eine zuverlissige Vergiftung zu 
erreichen. Im Friihjahr und Sommer hat die friiher angegebene Zeit von 
45 Minuten sich als geniigend erwiesen. 

Die isolierten Gastrocnemien wurden in der feuchten Kammer am 
isometrischen Hebel aufgespannt und mittels Offnungsinduktionsschligen 
nach Durchleitung von Stickstoff wihrend 15 bis 20 Minuten direkt gereizt. 
Der Reizabstand war 2 Sekunden, die notwendige Reizstirke wie bei 
normalen Muskeln und auch die in einer Einzelzuckung geleistete Spannung 


1 In zwei Arbeiten, auf die mich Professor Bethe freundlichst auf- 
merksam gemacht hat, ist schon vor einigen Jahren von Schwartz u. 
Oschmann (Compt. rend. d. soc. d. biol. 91, 275, 1924; 92, 169, 1925) gezeigt 
worden, daB die Ausbildung der Bromessigsiiurekontraktur von keiner 
Milchsaéurebildung begleitet ist, wodurch es bewiesen ist, daB diese Starre 
keine Saurestarre ist. Die Aufhebung der Milchséurebildungsfahigkeit 
sowie das hierdurch bedingte Ausbleiben der Milchsaéurebildung bei kiinst- 
licher oder natiirlicher Reizung ist jedoch von Schwartz u. Oschmann 
nicht beobachtet. Im Gegenteil machen die Verfasser darauf aufmerksam, 
da8 nur in den zwei (von drei) Versuchen, in denen die Frésche bis zum 
Kintritt der Starre eine vollstaindige Ruhe, ,,un calme parfait‘‘, bewahrt 
hatten, keine Vermehrung der Milchséiuremenge in den Kontrakturmuskeln 
nachzuweisen war. Dieselben Verfasser haben in Kontrakturmuskeln 
monobromessigséurevergifteter Tiere eine — im tibrigen autfallend kleine 
Verminderung des direkt bestimmbaren Phosphats gefunden. 
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von normaler GréBe. Ich teile hier die Resultate einiger derartiger Ver- 
suche mit. 
Tabelle I. 
Milchséurebestimmungen in anaerob gereizten isolierten Muskeln aus 
monojodessigsiurevergifteten Fréschen. 





. Milch- 
} Gesamt- | Milch- oe 
Datum | Gewicht | Linge sp sii — Anmerk 
} it | Linge spannung| siéure | gebildet Anmerkung 
g em kg °Jo | mg prog 


4.1]. Ruhemuskel. . 0,758 0,012 
Arbeitsmuskel . 0,760 2,7 23,3 0,016 0,04 Nach Starre 
verarbeitet 
6.11. Ruhemuskel. . 1,625 0,008 Oberschenkel 
Arbeitsmuskel 1 | 0,850 3,2 15 0,010 0,02 | Vor Starre 
Arbeitsmuskel2 0,846 8,2 27, 0,013 0,05 | Nach Starre 


7. If. | Ruhemuskel. . 0,986 0,012 Oberschenkel 
Arbeitsmuskel 1 — 0,905 3,2 204 0,010 0,0 Vor Starre 
Arbeitsmuskel 2 0,928 3,2 28,0 0,011 0,0 Nach Starre 


Ruhemuskel. . 0,830 0,008 Oberschenkel 
Arbeitsmuskel 1 | 0,887 3,3 26,0 0,012 0,04 Vor Starre 
Arbeitsmuskel 2 | 0,894 3,3 28,1 0,011 0,03 | Nach Starre 


13.11. | Ruhemuskel* . | 0,670 0,004 
Arbeitsmuskel . | 0,667 2,7 23,4 0,005 0,01 Nach Starre 

* In diesem Versuch wurden Muskeln 3 Minuten lang in eine 0,2 °/99ige Blausdurelisung 
eingelegt. 

Wahrend in meinen friiheren Versuchen eher eine kleine Abnahme 
als eine Zunahme des Milchséiuregehalts vergifteter Arbeitsmuskeln 
Ruhemuskeln gegeniiber gefunden wurde, wurde hier meist eine ganz 
geringfiigige Vermehrung des Milchsiuregehalts gefunden. Im Ver- 
haltnis zu der geleisteten betrachtlichen Arbeit ist die gefundene Milch- 
siurebildung jedoch unbedeutend. Es darf also als sicher betrachtet 
werden, daB monojodessigsiurevergiftete Muskeln eine gewisse Arbeit 
leisten kénnen, ohne daB Milchsaiurebildung stattfindet. 

Ob die Muskeln vor oder nach Entwicklung der Starre verarbeitet 
werden, scheint ohne Bedeutung fiir die gefundene Milchsiuremenge 
zu sein. 

Ob Brenztraubensaure in den vergifteten Muskeln wahrend der 
Arbeit gebildet wird, ist in der Art nachgepriift worden, daB man im 
Extrakt von vergifteten Arbeitsmuskeln Milchsaure teils direkt be- 
stimmt hat, teils nach zweistiindiger Behandlung mit Zinkstaub und 
Schwefelséure, wodurch vorhandene Brenztraubensaure in Milchsaiure 
umgewandelt werden sollte’. Dieser Versuch, Brenztraubensaure nach- 
zuweisen, ist véllig negativ ausgefallen. 

Eine ausgiebige Bildung von Methylglyoxal wahrend der Arbeit 
konnte wohl schon durch die Milchsiurebestimmungen ausgeschlossen 


1 F. Lieben, diese Zeitschr. 185, 240, 1923. 
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werden, da man damit rechnen kann, daB vorhandenes Methylglyoxal 
bei dem EntzuckerungsprozeB annihernd quantitativ in Milchsiure 
umgewandelt werden miiBte und deshalb eventuell vorhandenes Methyl- 
glyoxal als Milchsiure mitbestimmt worden wire. Trotzdem wurde 
der Versuch gemacht, Methylglyoxal direkt aufzufinden, indem vom 
Schenckfiltrat ausgehend der Nachweis mittels p-Nitrophenylhydrazin 
nach Neuberg! versucht wurde. Wahrend das Resultat dieses Verfahrens 
mit normalen Ruhe- und Arbeitsmuskeln praktisch negativ gewesen 
ist, gaben die Filtrate von monojodessigsiurevergifteten Ruhemuskeln 
einen ganz geringen, quantitativ kaum meBbaren Niederschlag im 
Destillat, dagegen vergiftete Arbeitsmuskeln eine deutliche Reaktion. 
In zwei Versuchen ist die Methylglyoxalmenge in vollig erschépften 
vergifteten Muskeln quantitativ bestimmt worden. In dem einen 
Versuch wurde 0,02 mg pro Gramm gefunden, in dem anderen 0,05 mg. 
Der quantitative Nachweis derart kleiner Mengen ist wohl nicht be- 
sonders genau. Es soll aber hervorgehoben werden, daB es mit dem 
in Verwendung gebrachten Verfahren gelungen ist, Dioxyaceton, das 
normaler Muskulatur in Mengen von 0,6mg pro Gramm zugesetzt 
war, quantitativ nachzuweisen, und zwar, indem den Filtraten in 
diesen Bestimmungen konzentrierte Schwefelsiure zugesetzt wurde, 
um das Dioxyaceton in Methylglyoxal umzuwandeln, und dieses tiber- 
destilliert wurde. 

Hiernach ist es am wahrscheinlichsten, daB es sich bei der spuren- 
haften Vermehrung der Milchsaure, die in den vorstehenden Versuchen 
éfters gefunden wurde, in der Tat um eine Bildung von Methylglyoxal 
handelt. Die Mengen sind aber so klein, daB sie energetisch kaum in 
Betracht kommen. 


2. Der ,,isometrische Koeffizient“ des Phosphagenzerfalls bei der ,,alactaciden“ 
Kontraktion. : 
Als isometrischen Koeffizienten des Phosphagenzerfalls (K,, p) 
bezeichne ich mit O. Meyerhof das Verhiltnis 


Muskellange in cm X Summe der Spannung in g 





g abgespaltene H, PQ,. 


Wenn die Energie aus der Spaltung des Phosphagens stammt, war 
zu erwarten, daB der K,,,»-Wert unter verschiedenen Bedingungen 
bei den vergifteten Muskeln konstant sein wiirde, — im Gegensatz zu 
normalen Muskeln, wo er nach Nachmansohn® mit zunehmender Reiz- 
dauer von 89.10® bis zu 375.10° anwachst. Die Phosphagen- 
bestimmungen wurden mit der im hiesigen Institut iiblichen Methode 


1 ©. Neuberg, Farber, Levite u. Schwenk, diese Zeitschr. 88, 244, 1917. 
2 Diese Zeitschr. 196, 73, 1928. 
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ausgefiihrt. Fir die Versuche benutzte ich Gastrocnemien vergifteter 
Tiere, die am isometrischen Hebel unter anaeroben Bedingungen 
direkt gereizt wurden. Der Abstand der Induktionsschlage war immer 
2 Sekunden. In mehreren Versuchen sind beide Gastrocnemien als 
Arbeitsmuskeln benutzt worden. Der Ruhegehalt an Phosphagen ist 
dann aus Oberschenkelmuskulatur ermittelt. In anderen Versuchen 
ist nur der eine Gastrocnemius als Arbeitsmuskel verwendet und der 
Ruhephosphagengehalt in dem symmetrischen Muskel bestimmt 
worden, nachdem dieser, wie der Reizmuskel, 15 Minuten in Stickstoff 
aufgehingt war. Wurden beide Gastrocnemien als Arbeitsmuskeln 
benutzt, so wurde der eine bis zu voller Ermiidung und Eintritt der 
Starre gereizt, wihrend der andere schon nach einer kiirzeren Arbeit 
vor Eintritt der Starre verarbeitet wurde. 

Von diesen 19 Bestimmungen weichen vier erheblich von dem 
Mittelwert ab, waihrend die iibrigen 15 nur innerhalb der experimentellen 
Fehlergrenze liegen. Die zwei Werte, die stark nach unten abweichen, 
wo also der Phosphagenzerfall relativ groB ist im Verhaltnis zu der 
geleisteten Arbeit, riihren aus Versuchen her, wo die geleistete Arbeit 
maBig war. Die nach oben stark abweichenden Werte riihren aus Ver- 
suchen her, wo bis zu voller Ermiidung gereizt wurde. Uberhaupt ist 
eine gewisse Tendenz wahrnehmbar, daB der Koeffizient mit zu- 
nehmender Arbeit anwachst, obwohl dies bei weitem nicht so aus- 
gesprochen ist wie bei normalen Muskeln. Am deutlichsten geht diese 
Beziehung zwischen Arbeitsleistung und Phosphagenspaltung aus der 
kurvenmaBigen Darstellung der Versuchswerte hervor, indem als 
Abszisse die geleistete Arbeit, als Ordinate die Phosphagenspaltung 
aufgetragen wurde (Abb. 1). Obgleich, wie aus der Mittelung durch die 
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Abb 1. 


Verhiltnis zwischen Spannungsleistung (kg Gesamtspannung Xx Muskellinge in em) und 
Phosphagenspaltung (mg H; PO, abgespalten). 


e@ = Eskulenten vergiftet mit CH, JCOOH. 

+= - - - ” + Curare. 

O= si = A a + Trimethyloctylammoniumjodid. 
4& = Temporarien , ” - 


Die gerade Linie entspricht dem berechneten Verhiltnis fiir eine Spaltungswirme des 
Phosphagens von 138 cal pro Gramm Hg, PO,. 








aa 








er 


id 








Bestimmung des isometrischen Koeffizienten des Phosphagenzerfalls bei 


Muskelkontraktionen ohne Milchsaéurebildung. 


Tabelle Il. 


milchsaéurelosen Kontraktionen. 





Datum 


17. 


ey. 


17. 


18. 


23. 


18. 


19. 


19. 


II. 


Il. 


Il. 


II. 


Il. 


II. 


II. 


VII. 


VII. 


VII. 


. Vi. 


- Val. 


Ruhe . 
Arbeit 
Ruhe . 
Arbeit 
Ruhe . 
Arbeit 
Ruhe . 
Arbeit 


Ruhe . 
Arbeit 


Ruhe . 


Arbeit 


Ruhe . 
Arbeit 


Ruhe . 


Arbeit 


Ruhe . 


Arbeit 
” 


Ruhe . 
Arbeit 


Ruhe . 


Arbeit 


Ruhe . 
Arbeit 


Ruhe . 


Arbeit 


Ruhe . 
Arbeit 


Ruhe . 
Arbeit 


Gewicht 


£ 


ss 


0,777 
0,778 
0,843 
0,899 
0,890 
1,173 
0.900 
0,900 
1,069 
1.050 
1,050 
0,765 
0,765 
0,700 
0,700 
0,887 
0,887 
0,668 
0.669 
0,710 
0,486 
0,486 


0,926 
0,926 


0,744 
0,744 
0,845 
0,845 
0,698 
0,698 
0,457 
0,457 
0,699 
0.699 


Lange Spannung 


em kg 
Eskulenten. 
3,0 25,0 
3.2 15,2 
3,2 29,1 
3,2 5 
8,2 25,1 
3,1 15,7 
3,1 30,0 


3.0 12.0 


3,0 26,1 


30,5 
2,9 6,6 
2,5 6,8 
2,5 16,2 


3,1 31,5 


Temporarien. 


2,9 25,5 
2.6 21 
2,5 17 
2,8 21 


Anorga- 


Phos- 


nisches phagen 


P20; 
mg 
pro g 


0,56 
0,53 
0,62 
0,85 
0,58 
0,55 
0,68 
0,48 
0,62 
0,84 
0,49 
0,66 
0,81 
0,69 
1,00 
0,70 
0,87 
0,69 
0,89 
0,65 
0,64 
0,44 


0,64 
0,95 


0,52 
0,28 
0,52 
0,27 
0,52 
0,28 
0,44 
0,36 
0,47 
0,23 


P20; 
mg 
Tro g 

‘ 


1,45 
0,17 
1,58 
0,86 
0,17 


1,49 | 
0.75 | 


0,19 
1,35 


OAL | 


0,06 
1,43 
0,62 
1.40 
0,13 
1,35 
0,08 
1,35 
0,96 
1,27 
0,56 
0.15 


1,44 
0,15 


1,18 
0,00 


1,31 
0,00 
1,24 
0,04 
1,51 
0,09 
1,33 
0,90 


Ge- 
spalten 
Hy PO, 


mg abs. 


1,36 


0,95 
1,73 


0,90 
1,60 


0,35 


0,46 
0,75 


1,63 


0,94 


1,27 


Mittelwert: 


mP* 


51 
54 


46 
50 


49 


48 


45 


47 


51 
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Gerade schon hervorgeht, im ganzen die Proportionalitat sehr deutlich 
ist, liegen die Werte fiir die Phosphagenspaltung bei kleinerer Arbeits- 
leistung etwas hoher, bei gréBerer Arbeitsleistung etwas niedriger. 
Es sei schon hier vorweggenommen, da8 auch die Werte, die von curare- 
sierten Muskeln stammen, sich véllig in die Kurve einreihen. Will 
man, von der Theorie ausgehend, da das Phosphagen die energie- 
liefernde Substanz ist, den theoretischen isometrischen Koeffizienten 
des Phosphagenzerfalls berechnen, so ist es notwendig, vom isometrischen 
Milchséurekoeffizienten (150.106) und der experimentell gefundenen 
Warmebildung pro Gramm gebildete Milchséure (380 cal) auszugehen. 
Weiter muB die Voraussetzung gemacht werden, daB das Verhaltnis 
Spannung/Warme dasselbe in den vergifteten wie in normalen Muskeln 
ist. Rechnet man jetzt die Spaltungswirme des Phosphagens zu 120 cal 
pro Gramm abgespaltene H,PO,, so erhalt man 
150 . 108 . 120 


| me = 47,5 . 108. 
- 380 


Der gefundene Mittelwert 51. 10° entspricht einer Spaltungs- 
wirme des Phosphagens von 129 cal pro Gramm abgespaltene H, PQ,. 
Die erste Gruppe von diesen Versuchen wurde mit Wintereskulenten 
ausgefiihrt. Man sieht aus der Tabelle, daB in dieser Gruppe 
nie die ganze Phosphagenmenge gespalten wurde, es blieb immer, 
selbst bei Reizung bis zum Eintritt der Starre ein kleiner Rest iibrig. 
In der letzten Gruppe von Versuchen, die mit Sommertemporarien 
ausgefiihrt wurden, ist dagegen das Phosphagen restlos aufgespalten. 
Ob die Phosphagenspaltung total wird oder ein kleiner Rest itibrig- 
bleibt, hangt mit der Reizstarke oder Reizbarkeit der Muskeln zu- 
sammen. In meinen friiheren Versuchen, wo indirekt gereizt wurde, 
wurde auch die ganze Phosphagenmenge immer gespalten gefunden. 
Die mit Temporarien ausgefiihrten Versuche haben ein besonderes Inter- 
esse dadurch, daB die Muskeln dieser frisch gefangenen Tiere eine viel 
gréBere Spannung pro Einzelzuckung (maximal 500 bis 700 g) lieferten, 
als in den Eskulentenversuchen beobachtet wurde (maximal 300 bis 
450 g): andererseits aber machten sie eine kleinere Zahl von Zuckungen. 
Wiahrend die Eskulentenmuskeln durchgaingig 80 bis 90 Kontraktionen 
ausfiihrten, ehe sie erschépft waren, machten die Temporarienmuskeln 
durchgingig nur 50 bis 60 Kontraktionen. Wenn die K,, p-Werte beider 
Gruppen trotzdem gut iibereinstimmen, ist dies ein schéner Beweis 
dafiir, daB die Phosphagenspaltung mit der Spannungsleistung und 
nicht mit der Reizzeit oder -zahl parallel geht. 


In der gleichen Weise wie fiir Einzelzuckungen wurde auch fiir 
die tetanische Reizung das Verhaltnis von Phosphagenumsatz und 
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Spannungsleistung bestimmt, indem hier als Ausdruck dieser Be- 
ziehung der von Meyerhof eingefiihrte Zeitkoeffizient 


Lange in cm. Spannung in g. Zeit in Sekunden 





Gramm H,POQ, 
benutzt wurde, den fiir Phosphagen in normalen Muskeln schon Nach- 
mansohn* bestimmte (K.p). Ein vergifteter Muskel kann mit gleich- 
bleibender Spannung, bestenfalls vier 2-Sekunden-Tetani ausfiihren. 
Die Versuchsanordnung war die gleiche wie in den Versuchen mit 
Einzelzuckungen. Die Muskeln wurden direkt gereizt. 


Tabelle III. 
Bestimmung des isometrischen Zeitkoeffizienten des Phosphagenzerfalls 
bei 1 bis 4 Tetani von 2 Sekunden. 





Anorga-| Phos- 


Zahl nisches | phagen Ge- 





Datum oaae Linge a, Spannung) P2905 | P205 TPO, K: p 
a 2Sek. mg mg ‘ 
g em 4 pro g pro g mgabs. 

1. Il.  Ruhe. . . 1,439 0,58 1,56 
Arbeit . 0,961) 3,2 4 1100 1.21 | 0,39 | 1 18 
. | 0,961; 3,2 4 1350 0,81 0,29 1,73 20 

1. I. || Ruhe. . | 1,172 0,59 1,41 
Arbeit . | 0,907; 3,2 2 1350 1,03 0,51 1,12 15 
‘J . || 0,907} 3,2 4 1300 0.91 O14 1,57 21 

6. I. Ruhe. .. 1,416 0.60 1,27 
Arbeit . 0,869); 2,9 2 1200 0,82 0,36 1,08 13 
‘. . || 0,869; 2,9 4 900 0,51 012 1,36 15 

12. Ill. Ruhe. . 0,888 0,60 1,42 
Arbeit . 0,862) 3,1 1 1200 0,66 1,02 0,47 16 

12. Ill. Ruhe. . 1,014 0,54 1,14 
Arbeit . | 1,129) 3,3 5* 450 0,58 049° 1,0 15 
a . 1 1,115] 3,8 7 550 0,69 O40 1,15 22 

13. III. || Ruhe. . || 1,186 0,49 1,17 
Arbeit . 1,082; 3,3 1 1000 0.69 O83 0,50 13 
. . | 1,116) 38 1 1200 0,82 057 0,91 y 

14. III. Ruhe. . | 0,780 049 1,65 
Arbeit . | 0,723) 3,0 1 1050 0,81 | 0,92 0,72 9 
. . | 0,715; 3,0 3 1000 1,00 0,25 1,38 13 

15. IT]. Ruhe. . | 1,059 0,62 1,48 
Arbeit , 0,941; 3,0 3 1000 116 045 1,34 14 

15. Ill. Ruhe. .. 1,061 0,58 1,46 
Arbeit . | 1,000 3,2 4 900 1,17 0,37 1,50 15 

: Mittelwert: 15,2 


* Submaximale Reizung. 


1 D. Nachmansohn, diese Zeitschr. 208, 237, 1929. 
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Als Gesamtdurchschnitt der 15 Versuche ergab sich der Wert 
von 15,2. Auch hier zeigte sich, daB besonders beim ersten Tetanus 
der K.-Wert relativ kleiner ist (gréBere Phosphagenspaltung im Ver- 
haltnis zur Arbeitsleistung) und mit zunehmender Arbeit maBig an- 
wachst. Dieser Gang des K,-Wertes ist aber bei weitem nicht so aus- 
gesprochen wie bei normalen Muskeln, wie dies aus der Abb. 2 deutlich 





Lah/ der Jeftani 


Abb. 2. 
Variation des Ky, p-Wertes bei verschiedener Anzahl von Tetani von 2 Sek. Dauer. 

xX = Normale Muskeln (Nachmansohn). 

O = CH, JCOOH. 

@ = CH,JCOOH + Curare. 
hervorgeht, wo gleichzeitig auch die Werte fiir unvergiftete Muskeln 
nach Nachmansohn eingetragen sind. Die Kurve zeigt, daB es bei ver- 
gifteten Muskeln trotz dieses geringfiigigen Anstiegs der Werte nach 
gréBerer Arbeit doch gestattet ist, von einer Proportionalitat von Arbeits- 
leistung und Phosphagenzerfall auch bei tetanischen Kontraktionen 
zu sprechen. Rechnet man mit dem gewéhnlich angegebenen Wert 
(Lange . Spannung . Zeit) 





von K,, fiir normale Muskeln 50 . 10%, so 


Gramm Milchsaure 

wirde sich bei Umrechnung auf Phosphagen in der gleichen Weise, 
wie dies bei dem Wert fiir Einzelzuckungen schon ausgefiihrt wurde, 
15,8 ergeben, so daB sich auch hier eine geniigende Ubereinstimmung 
des Gesamtmittelwertes von 15,2 mit dem theoretischen ergibt. 


8. Der isometrische Koeffizient des Phosphagenzerfalls in Muskeln, die gleich- 
zeitig mit Monojodessigsiure und Curare oder Trimethyloctylammoniumjodid 
vergiftet sind. 


Da von Nachmansohn' gezeigt worden ist, daB Vergiftung mit 
Curare oder anderen Substanzen mit Curarewirkung einen deutlichen 
EinfluB auf den Phosphagenzerfall bei der Arbeit ausiibt, indem der 


1 Diese Zeitschr 218, 262, 1929. 
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Zerfall im Verhaltnis zur Spannungsleistung abnimmt und infolge- 
dessen der K,,p-Wert zunimmt, war es von Interesse, den Phosphagen- 
zerfall in Muskeln, die gleichzeitig mit Monojodessigsiure und Curare 
vergiftet sind, zu untersuchen. Die Vergiftung ist in der Weise aus- 
gefiihrt, daB die beiden Stoffe entweder gleichzeitig in den dorsalen 
Lymphsack eingespritzt wurden oder zuerst Monojodessigsiure und 
dann eine halbe Stunde danach Curare. Die Praparation der Muskeln 
wurde 2 Stunden nach der ersten Einspritzung vorgenommen. Zur 
Curaresierung benutzte ich ein sehr kraftiges Curarepraparat, das 
seinerzeit Dr. Nachmansohn von Professor Lapicque zur Verfiigung 
gestellt war, wovon 1 ccm von einem 1°, igen Extrakt injiziert wurde. 
Die Versuche sind im iibrigen wie die vorstehenden ausgetiihrt 
(Tabelle IV). 
Tabelle IV. 

Bestimmung des isometrischen Koeffizienten des Phosphagenzerfalls in 
monojodessigséiurevergifteten Muskeln bei gleichzeitiger Curaresierung. 





Anorga- Phos- 


nisches | phagen Ge- 


Datum h # Linge Spannung P20; P2 O05 t’po, Ky} 10 
mg mg 
Z em kg prog pro g = mgabs. 

20. II. || Ruhe .. . || 0,759 0.51 1.61 
Arbeit. . . || 0,752) 2,9 21,2 0,71 0,41 1,23 50 

20. II.|| Ruhe .. . || 0,782 0,52 1,50 
Arbeit... 0,779 29 6,6 0,66 0,96 0,57 34 

20. II.;| Ruhe .. . | 0,613 0,60 1,54 
Arbeit. . . | 0,613) 2,65 22.0 0,78 0,22 1,08 54 

20. II.’ Ruhe .. . | 0,683 0,57 1,45 
Arbeit. . . | 0,683 3,0 6,7 0,72 0,93 0,48 42 

3.III.|| Ruhe .. . | 1,563 0,49 1,28 
Arbeit. . . || 1,11 3,2 25.8 04: 0,14 1,55 53 

3.1. Ruhe .... = 1,446 0,56 1,15 
Arbeit. . . | 1,206! 33 15.4 0,73 0.63 0,86 59 
a gta ees Ce 29,3 0,47 0,15 1.65 59 
Mittelwert: 50 


Da nur sehr wenig Trimethyloctylammoniumjodid zu meiner 
Verfiigung stand, wurden leider nur zwei Versuche mit diesem Stoff 
ausgefiihrt, der in den Versuchen von Nachmansohn eine besonders 
hochgradige Einschrankung des Phosphagenzerfalls bewirkt hat. 
Es wurde in diesen Versuchen eine halbe Stunde nach Einspritzung 
von der iiblichen Monojodessigsiuredosis 22mg Trimethyloctyl- 
ammoniumjodid injiziert. Eine Stunde nach der letzten Einspritzung 
wurden die Muskeln prapariert (Tabelle V). 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB bei Aufhebung der Milch- 
siurebildung durch Behandlung mit Monojodessigsiure eine Ein- 
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Tabelle V. 
Bestimmung des isometrischen Koeffizienten des Phosphagenzerfalls in 
monojodessigsiurevergifteten Muskeln bei gleichzeitiger Vergiftung mit 
Trimethyloctylammoniumjodid. 





Anorga- Phos- 


Ge nisches phagen _ od . 
Datum wieht Linge Spannung) P20; P, 05 Po, K,, p+ 108 
mg mg 
g em kg pro g prog mgabs. 
2. Ill. Ruhe .. . |) 0,965 0,57 1,56 
Arbeit* . . 0,736; 2,9 4,9 0,54 1,28 0,27 53 
+ 6s] eel ae 18,2 0,48 0,52 | 1,04 51 
2. Ill. | Ruhe .. . | 1,081 0,57 1,48 
Arbeit. . . | 0,863 2,9 8,7 0,63 0,96 0,61 41 
0,863 2,9 26,0 0,35 0,12 | 1,59 48 


” 


* Nicht maximal gereizt. 


schrankung des Phosphagenzerfalls bei Curaresierung oder Behandlung 
mit Trimethyloctylammoniumjodid nicht stattfindet. Da aber die 
von Nachmansohn beobachtete Herabminderung der Phosphagen- 
spaltung bei tetanischer Reizung besonders ausgesprochen war, wurden 
auch an monojodessigsiurevergifteten Muskeln Versuche dieser Art 
vorgenommen. Hierbei verwendete ich 3 mg kristallisiertes nach 
der Vorschrift von Boehm in dem medizinisch-physiologischen Institut 
der Universitit Kopenhagen hergestelltes — Curarin auf 50 g Frosch, 
also eine enorm hohe Dosis. Hierbei ergab sich als Mittel aus zehn Be- 
stimmungen ein K,,-Wert von 13,1, so daB der Phosphagenzerfall 
im Verhaltnis zur Arbeitsleistung eher gesteigert als herabgesetzt ist. 
Im ganzen sind die Schwankungen in diesen Versuchen kleiner als bei 
nicht curaresierten Muskeln (Tabelle V1). 

Die hier gefundene Unabhangigkeit des Phosphagenumsatzes 
von der Curaresierung lieB es erwiinscht erscheinen, an monojodessig- 
siurevergifteten und gleichzeitig curaresierten Muskeln Chronaxie- 
bestimmungen zu machen, da sich aus Nachmansohns Versuchen ja 
Anhaltspunkte ergeben hatten fiir einen Zusammenhang zwischen 
Chronaxie und Phosphagenumsatz. 

Die Chronaxiebestimmungen wurden nach der Lapicqueschen 
Kondensatormethode an Gastrocnemien ausgefiihrt unter Benutzung 
der von Nachmansohn nach den Angaben von Lapicque zusammen- 
gestellten Apparatur. Als Mittelwert aus 15 Normalbestimmungen 
ergab sich 0,22 6, der gleiche Mittelwert wurde fiir monojodessigsaure- 
vergiftete Muskeln gefunden. Fiir nur curaresierte Muskeln ergab sich 
als Mittel aus sechs Bestimmungen 3,8 6; fiir curaresierte und mono- 
jodessigsiurevergiftete Muskeln aus acht Bestimmungen als Durch- 
schnitt 3,25 6 
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Tabelle VI. 


Bestimmung der isometrischen Zeitkoeffizienten des Phosphagenzertalls in 
gleichzeitig jodessigsiurevergifteten und curaresierten Muskeln. 





Phos- 
Zahl Anorg. phagen Ge- - 
Ge- der Spé yr P20; >). | Spalte Ep 
Datum Bah se Lange Tetani pannung 2 P20; i, Po, ‘st 
mg mg 
g em a 2Sek. kg pro g | pro g | mgabs 
11. Ill. ' Ruhe. . | 0,853 0,58 1,28 
Arbeit . 0,971 3,3 2 750 068 0,62 0,85 12 
i . | 0,973; 38 + 809 0,53 | 0,11 | 1,55 14 
12. Ill. Ruhe. . 1,345 0,52 1,26 
Arbeit . 0,972 3,2 1 1000 0,69 O31 0,60 11 
rs . 0,967 3,2 3 1150 091 O15 1,46 15 


12. II. Ruhe. .. 1,199 050 1,51 
Arbeit . 0,906 1200 0,96 O51 1,36 11 
‘is . 0,897 1300 1,22 0,15 1,85 17 


13. II. Ruhe. . 1,167 0,47 ~=1,50 


an 
—- 


oo 
= DO 


Arbeit . 0,792 3,1 2 450 0,62 0999 0,55 10 
» . | 0,752 3,1 700 O91 0,36 , 1,58 11 
14. Ill. , Ruhe. . | 1,252 0.60 1,34 
Arbeit . | 9.782 3,1 1 1250 0.79 O78 059 13 
: . || 0,791; 3,1 3 1200 101 O17 1,30 17 


Mittelwert: 13,1 


Hieraus ergibt sich einerseits, daB die Vergiftung mit Monojod- 
essigsiure die Chronaxie vollig unbeeinfluBt l4Bt, andererseits, daB 
Curaresierung bei monojodessigsiurevergifteten Muskeln in gleichem 
Mabe die Chronaxie erhéht wie bei normalen. Ich werde in der Dis- 
kussion diese Resultate etwas naher besprechen. 


4. Uber den Einflu8 der Temperatur auf den Phosphagenzerfall jn monojod- 
essigsiiurevergifteten Muskeln. 


AuBer der Ermiidung, der Curaresierung und Nervendegeneration 
gibt es nach Nachmansohn noch ein weiteres Mittel, den Phosphagen- 
zerfall pro Einheit geleistete Spannung zu beeinflussen, namlich die 
Anderung der Temperatur. Wahrend diese Anderung den K,,,-Wert 
(fiir Milchsdure) unbeeinfluBt laBt, sinkt der K,,p-Wert bei Erhéhung 
der Temperatur von 10 auf 24° fiir 30 Einzelreize von 136. 10° auf 
60 . 108. Auf der anderen Seite wird aber der Zeitkoeffizient der Milch- 
siure (K,,) durch Erhéhung der Temperatur stark verkleinert 
(nimlich von 100 . 108 bei 4° auf 60 . 10° bei 18°), und zwar nahezu in 
demselben MaBe wie der K.,»-Wert unter gleichen Umstianden, was damit 
zusammenhangt, daB die GréBe des Energieumsatzes im Tetanus von 
der Zah] der zur Aufrechterhaltung der Spannung in der Zeiteinheit 
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notigen Zuckungselemente abhaingt, wahrend der Energieumsatz der 
einzelnen Zuckungen immer derselbe ist. 

Leider konnte ich nur je einen Versuch zur Bestimmung des K,., 
und K,,p bei verschiedenen Temperaturen durchfiihren, die abe: 
eine ausgezeichnete Bestatigung fiir die Vorstellung ergaben, daB in 
unserem Falle die Spaltung des Phosphagens die energieliefernde 
Reaktion ist. Der K,,p-Wert ergab sich namlich bei 4 und 17° gleich, 
zu 48 und 49, wie in den oben mitgeteilten Versuchen; der A,,»-Wert 
dagegen war bei 4° 21 statt 15 bei 17°, anderte sich also im selben Sinne 
und Umfang, wie die Milchsaiurebildung bei der tetanischen Kontraktion 
in diesem Temperaturintervall. 


Tabelle Via. 
EinfluB8 der Temperatur auf den A, p- und Ky p-Wert von vergifteten 
Gastrocnemien. 
Tetanische Reizung bei 4 und 17°, drei 2-Sekunden-Tetani. 





Phos- 
Anorg.  phagen 


Ge- P20; 





i s » On Gespalten , ‘ 
wiees | “Smee | Asven P20s | y,P0,  Azp- 
mg mg 
g em kg see pro g pro g mg abs. 
Ruhemuskel. . . 1,406 0,45 1,32 
Arbeitsmuskel 4° 0,775 2,9 8,91 0.34 0,27 1,10 21 
Arbeitsmuskel17® 0,779 2,9 7,20 0.42 0,09 1,39 15 
Einzelzuckungen bei 4 und 17°. 
Phos- 
Ge Gesamt Poe phagen Gespalten 
_ inge reSé a 2/5 OO. respalte , 6 
wicht  /“"€¢ | spannung P205 Hs, PO, Ky p- 1 
mg mg 
g em kg pro g prog mg abs. 
tuhemuskel. . . 1,15 0,42 1,43 
Arbeitsmuskel 4° 0,93 3,0 28,3 0,36 0,06 1,74 49 
Arheitsmuskel17° 0.93 3,0 27,0 0.28 0,10 1,68 48 


5. Uber die Frage der anaeroben und oxydativen Resynthese des Phosphagens 
bei monojodessigsiurevergifteten Muskeln, 


Schon von vornherein erschien es unwahrscheinlich, daB eine 
nachtragliche anaerobe Resynthese des Phosphagens, wie sie sich bei 
normalen Muskeln findet, in monojodessigsiurevergifteten Muskeln 
wieder zu finden sein wiirde. Denn nach dem augenblicklichen Stande 
unseres Wissens war nach Ausschaltung der Milchsiurebildung keine 
Reaktion zu erwarten, die die Energie fiir die Synthese des Phosphagens 
liefern konnte. Wenn nun auch die Milchsdurebildung im Tetanus die 
Kontraktion nicht meBbar iiberdauert!, so war doch zu erwarten, 


1 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 168, 143, 1926. 
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daB ihre Energie vermittelst noch unbekannte: Zwischenreaktionen 
auch fiir die nachtragliche Resynthese irgendwie verantwortlich ist, 
oder jedenfalls der energieliefernde Prozef} innerhalb des normalen 
Kohlenhydratumsatzes zu suchen ist. In diesem Sinne muBte man 
auch den unter anaeroben Bedingungen in der Ruhe_ stetig fort- 
schreitenden, schnell verlaufenden Zerfall des Phosphagens in ver- 
gifteten Muskeln deuten. Dieser anaerobe Ruhezerfall des Phosphagens 
wird in den folgenden Versuchen der Tabelle VII gezeigt. Aus ihnen 
geht gleichzeitig hervor, dab die Schnelligkeit des anaeroben Zerfalls 
des Phosphagens auch bei derselben Temperatur sehr variabel ist, 
wahrscheinlich schwankend mit dem Vergiftungsgrad. 

Tabelle VII. 
Abnahme des Phosphagengehalts in der Ruhe unter anaeroben und aeroben 
Bedingungen. Phosphagengehalt in Milligramm P,O; pro Gramm Muskel 

angegeben. 





Anfangswert Racy F Fink ag ear eee remp ratur 

1 1,29 4 0,06 1,07 20 

2 1,36 1,5 0,04 1,31 2) 

3 1,45 1 1,13 20) 
15 1,28 
2 0.33 
3 0.96 

4 1.55 3 0.70 13 


Um die Frage der anaeroben Resynthese des Phosphagens in ver- 
gifteten Muskeln zu klaren, wurden einige Versuche in der gleichen 
Anordnung, wie Nachmansohn sie verwendete, angestellt. Zwei Gastro- 
cnemien wurden im gleichen Stromkreis tetanisch gereizt und darauf der 
eine sofort nach der Reizung in fliissiger Luft gefroren, der andere nach 
einer Wartezeit von 0,5 bis 2 Minuten in derselben Weise behandelt. 

Tabelle VIII. 


Anaerobe Resynthese des Phosphagens in monojodessigsiurevergiiteten 





Muskeln. 
Phos- 
Erfroren vO Pages Nachtragliche 
Datum Gewicht Arbeit Sek. nach au5 POs \nderung des 
Kontraktion mg mg Phosphagens 
£ kg sec pro g pro g 
21. 17.,; Ruhe. . 0,823 0.56 1,37 
Arbeit. 0.764 5,2 0 1,28 0.53 
- 0.770 5.2 30 1.19 0.39 0.14 
21. 11. || Ruhe . . | 0,821 0.53 1.61 
Arbeit . 0,561 3.5 0 1,27 0.72 
nm ‘ O511 3.3 39 1.08 0.64 0.98 
22. II. || Ruhe . . 1,166 0.61 1,41 
Arbeit . 0,948 7.8 0 1,51 0.46 
» 0.961 8.0 120 0,73 0,26 0,20 
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Aus diesen Versuchen geht deutlich hervor, daB in der auf die 
Kontraktion folgenden Zeit der Phosphagenzerfall weiter fortschreitet 
und daB somit eine Synthese unter anaeroben Bedingungen  aus- 


geschlossen ist. 


Dagegen war es schon wahrscheinlicher, in vergifteten Muskeln 
eine oxydative Resynthese des Phosphagens zu finden, da ja in fritheren 
Versuchen sich gezeigt hatte, daB die Atmung gegen Monojodessig- 
siure wesentlich unempfindlicher ist als die Garung!, so dab es méglich 
erschien, durch Behandlung mit Monojodessigsiure Muskeln mit auf- 
gehobener Spaltung und intakter Atmung zu erhalten. 


Inwiefern bei geniigender Sauerstoffversorgung eine Einschrinkung 
des Phosphagenzerfalls stattfinden konnte, wurde zuerst dadurch 
nachgepriift, daB kleine Gastrocnemien aus in gewohnlicher Weise 
vergifteten Tieren in Sauerstoffatmosphire aufgehingt wurden und 
darin nach einer Zeit, nach der in Anaerobiose das Phosphagen zum 
groBten Teile zerfallen war, der Phosphagengehalt bestimmt wurde. In 
diesen ersten Versuchen zeigte sich, daB bei Aufenthalt in Sauerstoff nur 
ein ganz geringer Teil des Phosphagens zerfallen war. Um zu entscheiden, 
ob es sich hier um eine dauernde Resynthese des Phosphagens oder 
nur um eine Schutzwirkung der Atmung handelte, wurden vergifteten 
Tieren die Sartorien abprapariert und die symmetrischen Muskeln 
einer Seite in Sauerstoff, die der anderen Seite in Stickstoff gereizt, 
wobei der Abstand der Induktionsschlage 10 Sekunden  betrug, 
so daB eine geniigende Sauerstoffversorgung wahrscheinlich war. 
In diesen Versuchen ergab sich kein Unterschied zwischen Sauerstoff- 
und Stickstoffmuskel beziiglich der Arbeitsleistung. Auch die Sauer- 
stoffmuskeln wurden nach der gleichen Reizzahl starr. Bei der mano- 
metrischen Messung der Atmung an herauspraparierten Muskeln ver- 
gifteter Tiere zeigte sich nun, daB die Atmung recht schwankend be- 
funden wurde, indem das eine Mal die Muskeln eine normale, das andere 
Mal eine stark herabgesetzte Atmung aufwiesen. Bei Eintritt der 
Starre steigt die Atmung immer betrachtlich (vgl. die Atmungsversuche 
mit intakten jodessigsiurevergifteten Fréschen!). In Ubereinstimmung 
hiermit fand sich auch bei weiteren Versuchen, da®B in Sauerstoff be- 
findliche Muskeln gelegentlich ebenso rasch starr werden kénnen wie 
anaerobe, und nach langerer Zeit sogar immer starr werden. Offenbar 
ist die Konzentrationsbreite, in der bei vélliger Aufhebung der Milch- 
siurebildung noch eine intakte Atmung zu erhalten ist, sehr schmal. 
Dies ging auch aus einer neuerlichen Uberpriifung der in einer friiheren 
Untersuchung an monojodessigsiurevergifteter Hefe angestellten Ver- 


1 BE. Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 8, 1930. 
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suche hervor. Auch hier zeigte sich, daB die Trennung von Atmung und 
Garung nur unter besonderen Versuchsbedingungen zu erhalten ist. 
Um eine besser iibersehbare Dosierung der vergiftenden Substanz 
zu erreichen, versuchte ich nun durch Einhangen in Jodessigsaure- 
losungen bestimmter Konzentration Sartorien zu vergiften. Schon 
friihere Beobachtungen hatten mir gezeigt, daB die volle Auysbildung 
der Vergiftung eine gewisse Zeit beansprucht:-daher stellte ich diese 
Versuche in der Weise an, daf erst nach einstiindigem Warten die 
Muskeln der Lésung entnommen wurden. Um die Muskeln in gut 
erregbarem Zustande zu erhalten, muBten recht niedrige Konzentra- 
tionen von Monojodessigsiure verwendet werden, aber auch so konnte, 
wie aus den folgenden Versnuchen hervorgeht, eine zuverlissige Ver- 
giftung erreicht werden. 
Drei Sartorienpaare (Temporarien) Ll Stunde in Monojodessigsaure- 
ldsung 1: 20000 eingehingt. 
Ruhemuskeln Gesamtgewicht 0.381 g¢ Milchsaéure: 0.034°,,. 
Reizmuskeln "® 0,366 ¢ Ps 0.0308... 
Spannungsleistung 23,5 kg pro Gramm. 
Drei Sartorienpaare (Temporarien) 1 Stunde in) Monojodessigsiure- 
losung 1: 30000 eingehangt. 
Ruhemuskeln Gesamtgewicht 0.302 ¢ Milchsaure: 0,043°,,. 
eizmuskeln eS 0,288 g se 0.045°,. 
Spannungsleistung 26,4kg pro Gramm. 
Vier Sartorienpaare (Temporarien) Ll Stunde in’ Monojodessigséure- 
lésung 1: 30000 eingehiangt. 
Ruhemuskeln Gesamtgewicht 0.449 ¢ Milchsaure: 0,029°,,. 
Reizmuskeln ~ 0,427 g sg 0,036°,. 
Spannungsleistung 28 kg pro Gramm. 
Drei Sartorienpaare (Temporarien) 1] Stunde in Monojodessigsiure- 
ldsung 1: 50000 eingehangt. : 
Ruhemuskeln Gesamtgewicht 0,380 ¢ Milchsaure: 0,029°,. 
Arbeitsmuskeln ee O.361 ¢ “ 0,042%,. 


Spannungsleistung 28 kg pro Gramm. 


Diese Versuche wurden deshalb mit Sartorien angestellt, weil 
sich herausstellte, da durch Einhaingen in Lésung nur bei kleineren 
Muskeln eine Vergiftung hervorgerufen wurde, wahrend sie bei Gastro- 
cnemien vollig miBlang. Auch die Sartorien diirfen nicht zu dick gewahlt 
werden, am besten eigneten sich Muskeln bis zu 120 mg. Hieraus geht 
deutlich hervor, daB das Eindiffundieren der Jodessigsiure in den 
Muskel eine gewisse Zeit beansprucht. Die Zeitdauer bis zum Eintritt 
volliger Vergiftung wird aber nicht allein hierdurch begrenzt. Wie 
schon kurz erwahnt, hat sich aus einer Reihe von Beobachtungen 
ergeben —- besonders sei hier auf die schon friiher mitgeteilten Versuche 
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an Hefemazerationssaft verwiesen! —, daB die Vergiftung auch nach 
EKindringen der Jodessigsiure in geniigender Konzentration noch eine 
Zeit bis zur vollen Entwicklung beansprucht. Ich glaube, daB es sich 
hier um eine chemische Zeitreaktion handelt, wobei vielleicht die 
Jodessigsiure mit dem Fermentsystem in Reaktion tritt. Weniger 
wahrscheinlich ist, da Monojodessigsiure in den vergifteten Organen 
und Extrakten in einen andegen Stoff, der die eigentliche Giftwirkung 
hat, umgewandelt wird. Da vergiftete Muskeln stundenlang anaerob 
in giftfreier Lésung aufbewahrt werden kénnen, ohne daB eine Milch- 
siurebildung beobachtet wird, ist es als sicher zu betrachten, daB die 
einmal eingetretene Vergiftung irreversibel ist. 

Nach der Priifung dieser Methode, Sartorien durch Einhangen in Losung 
zu vergiften, wurde zu entscheiden versucht, ob auch in vergilteten Muskeln 
wihrend der Arbeit bei geniigender Sauerstoffversorgung eine Resynthese 
des Phosphagens stattfindet. Ich verwendete hier eine Jodessigsiure- 
konzentration von 1: 30000, die als die niedrigste betrachtet werden kant, 
mit der man eine geniigend sichere Vergiftung erhalt. Zwei symmetrische 
Sartorien wurden in Ringer-Phosphatlésung (LO mg-°,, P), durch die dauernd 
Sauerstoff durchperlte, aufgehingt. Die Sartorien wurden mit Becken 
praipariert und der Beckenknochen an der Symphyse genau zwischen den 
beiden Muskelansitzen mit einer scharfen Rasierklinge durchschnitten. 
Auf diese Weise erhielt ich Praparate, die sich sehr gut am Spannungshebel 
befestigen lieBen. Nach einstiindiger Vergiftungsdauer bei 15° wurden die 
Muskeln aus der Jodessigsiurelésung herausgenommen, an Spannungshebeln 
befestigt und je in ein GefaéB mit Ringer-Phosphatlésung versenkt. Auf 
einer Seite wurde nun Sauerstoff, auf der anderen Stickstoff durch die 
Lésung geleitet. Um den Stickstoffmuskel méglichst zu schonen, wurde 
dieser immer zuerst nach 10 Minuten langem Durchleiten mit Reizabstand 
von 2 Sekunden gereizt, darauf der Sauerstoffmuskel, um méglichst ein 
geniigendes Nachdiffundieren von Sauerstoff zu erreichen, mit laingerem 
Reizabstand von 15 Sekunden. 

Die in dieser Weise angestellten Versuche zeigten, dai} der Sauer- 
stoffmuskel viel mehr Arbeit leisten kann. Wurden die Versuche nach 
einer Reizzahl abgebrochen, nach der der Stickstoffmuskel schon 
erschépft und starr geworden war, wahrend der Sauerstoffmuskel 
noch eine beinahe unverminderte Spannung leistete, so ergaben die 
jetzt vorgenommenen Phosphagenbestimmungen, daB im Stickstoff- 
muskel das Phosphagen véllig verbraucht war, im Sauerstoffmuskel 
dagegen noch durchschnittlich zwei Drittel des Phosphagens am Schlub 
zur Verfiigung standen. In dieser Jahreszeit (Mai) wurden sieben 
derartige Versuche angestellt, deren Resultate in der Tabelle IX wieder- 
gegeben werden. 

Um eine Beurteilung dieser Versuche besser méglich zu machen, 
sind in Abb. 3 die Zuckungskurven von den drei Versuchen am 19. und 


1 E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 1, 1930. 
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Phosphagengehalt in Milligramm P,O, pro Gramm in sym- 


metrischen Sartorien nach Arbeit in Stickstotf und Sauerstott. 





Datum 


iz. 


19. 


19. 


Stickstoffmuskel . 


Sauerstoffmuskel 


Stickstoffmuskel . 


Sauerst off muskel 


Stickstoffmuskel . 


Sauerstoffmuskel 


Stickstoffmuskel . 


Sauerstotfmuskel 


Stickstoffmuskel . 


Sauerstoffimuskel 


Stickstoffmuskel . 


Sauerstoff muskel 


Stickstoffmuskel . 


Sauerstoffmuskel 


SAALAAAALAALAR 
Hay 


ALMLALALAA 
Steet tt tt 4+ 


Anorg 
PLOs 


0.96 
0.56 
0.53 
0.65 
0.67 
0.80 
0.49 
0.37 
O.S6 
0.45 
0.70 
0.40 


1,11 
0.50 





Phosphagen 


Py Os 


0,20 
1.32 


0.17 
0.89 
0.09 
0,73 
QO.11 
1.25 
0,27 
0,97 
0.16 
0.95 


Abb. 3. Ermiidungsserien von vergifteten symmetrischen Sartorien in Stickstoff (stets die obere 


Zuckungsreihe) und Sauerstoff (die untere). 


(Tab. IX: 1 bis 4 vom 19 


Mai: 1, 2 vom 20. Mai) 
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20. Mai wiedergegeben. Es mu jedoch hervorgehoben werden, dab 
bei einer Nachpriifung dieser Resultate im Monat Juli die Versuche 
nicht immer gleichmabig gelangen. Es ist wahrscheinlich, daB es sozu- 
sagen ein Grenzfall ist, wenn es gelingt, bei aufgehobener Milchséure- 
bildung eine oxydative Phosphagenresynthese zu erhalten.  Fiir eine 
solche muB man annehmen, daB nicht nur das Bestehen der Atmung 
ausschlaggebend ist, sondern auch andere Faktoren, wie z. B. die Starke 
und Schnelligkeit der Veresterung. Da die Vergiftung irreversibel 
und ausgesprochen progressiv ist, ist es iiberhaupt kaum zu erwarten, 
da man immer mit Sicherheit dieselbe Vergiftungsstufe treffen kann. 


o % ’ 
6. Uber Veresterung und Pyrophosphatspaltung, 


Schon in den friiheren Versuchen hatte sich gezeigt, dab wenn 
Phosphagen entweder durch Reizung oder spontan in vergifteten 
Muskeln zerfallt, das anorganische Phosphat meist nicht zunimmt, 
was dadurch erklirt werden konnte, da eine bedeutende Veresterung 
mit Hexose in diesen Muskeln stattfindet. Der hierbei entstehende 
Ester ist, wie die neueren Versuche zeigen, nicht nur nach meiner 
friheren Annahme Hmbdensche Hexosemonophosphorsiure, sondern, 
wie sich nach der Lohmannschen Hydrolysenmethode ergibt, zum 
gréBeren Teile eine leicht hydrolysierbare Verbindung, deren Hydro- 
lysenkurve mit der der Harden- Youngschen Hexosediphosphorsdure 
tibereinstimmt. Ausgehend von der Annahme, da lediglich schwer 
hydrolysierbarer Ester entsteht, hatte ich in meiner friiheren Arbeit 
nur die 7-Minuten-Werte nach der Lohmannschen Methode! bestimmt, 
aus denen hervorzugehen schien, daB die Pyrophosphatmenge in ge- 
reizten Muskeln nicht abgenommen hatte. Die Aufnahme der voll- 
stindigen Hydrolysenkurven ergab nun aber, dafs auch eine grobe 
Menge leicht hydrolysierbarer Ester gebildet wird, und in diesem 
Falle laBt sich die Pyrophosphatmenge erst aus der Differenz des 
30- und 7-Minuten-Wertes berechnen. Eine derartige Analyse der 
Kurven zeigte nun, dab bei der Reizung ein ausgiebiger Pyrophosphat- 
zerfall stattfindet. 

Die Abb. 4 zeigt den Verlauf der Hydrolysenkurven. Aus ihr geht 
hervor, dai die Veresterungsprodukte bei der Phosphatabspaltung 
in Ruheanaerobiose und bei der Reizung die gleichen sind, wenn auch 
in diesem Falle bei der Reizung mehr schwer hydrolysierbarer Ester 
entstanden war. Das Verhaltnis von schwer abspaltbarem und leicht 
abspaltbarem Phosphat ist itiberhaupt etwas schwankend; in der Mehr- 
zahl der Versuche wurden etwa 30°, des veresterten Phosphats als 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 202, 466, 1928; 203, 164, 172, 1928. 
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schwer hydrolysierbar gefunden.  Hiermit stimmen meine friheren 
Reduktionsbestimmungen nach Embden-Jost iberein, wenn angenommen 
wird, das der schwer hydrolysierbare Ester Embdensche Hexosemono- 
phosphorsiure ist’. Die Veresterung betrug namlich unter Beriick- 
sichtigung der Aufspaltung des Pyrophosphats 0,63 mg P pro Gramm. 
Berechnet man aus dem gefundenen Reduktionswert die veresterte 
Phosphatmenge unter der Annahme, daB allein Embden-Ester gebildet 
wurde, wic dies in dey friiheren Mitteilung geschah, so wire hiermit 
nur die Halfte des tatsachlich veresterten Phosphats zu decken. Nimmt 


man dagegen an, daB 25°, Embden-Ester und der Rest Harden - Young- 


" — | 
/ P* ee ee 
400 f- > an 
/ 


mgel, prog 


400 


0 720 780 
é 


60 
Min. tryarolyseze/t 


Abb. 4 
Hydrolysekurven (nach Lohmann) 
I. CH,JCOOH-vergiftete Ruhemuskeln 
Il. Symmetrische Muskeln in Starre nach Reizung 
Il. CHyJCOOH-vergiftete Ruhemuskeln. 
IV. Symmetrische Muskeln in Starre nach Ruhe-Anaerobiose 


Ester ist, so stimmt die aus der Reduktionsbestimmung berechnete 
mit der gefundenen veresterten Phosphatmenge tiberein, da Harden- 
Young-Ester, bezogen auf verestertes P nur ein Drittel der Reduktions- 


kraft des Monoesters besitzt. 


l Nach der von K. Lohmann durchgetiihrten Tsolierung der Ester 
stimmt der leicht hydrolysierbare Ester in seinen chemischen und = physi- 
kalisch-chemischen Eigenschaften (analytische Zusammensetzung, Loslich- 
keit der Ba-Salze, optische Drehung, Reduktionskraft nach Willstdtter 
Schudel und Hagedorn-J ensen, P-Hydrolysenkurve) mit dem Harden- Young 
Ester, der schwer hydrolysierbare Ester mit dem Embden-Ester tberein. 
Es entsteht hier also kein schwer hydrolysierbarer Di-ester (Lohmann 
Ester | oder II) wie bei der Fluoridvergiftung. 
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Die Annahme, da der schwer hydrolysierbare Ester eine Hexose- 
monophosphorsaure ist, bestatigte sich weiter in Versuchen, in denet 
die Glykogenolyse mit der Phosphatveresterung verglichen wurde. 
Diese Versuche waren angestellt worden, um festzustellen, ob Glykogen 
nur in dem Umfang gespalten wird, als Hexose verestert wird, oder ob 
vielleicht eine viel ausgiebigere Glykogenolyse stattfand, die energetisch 
hatte in Betracht gezogen werden miissen. Rechnet man damit, 
daB der schwer hydrolysierbare Ester eine Hexosemonophosphorsaure 
ist und der leicht hydrolysierbare eine Diesterverbindung, so wird in 
den angefiihrten Versuchen in drei Fallen gerade soviel Hexose gebildet, 
wie verestert wird, in zwei Versuchen ergibt sich ein maBiger Uber- 
schuB der Glykogenspaltung. 


Versuch 1. 10. VI. 
Reizung bis zu voller Ermiidung und maximaler Starre. 


Glvkogengehalt vorher 7,54 mg pro Gramm 


Glykogengehalt nachher 3,29 ,, —,, és 
Glykogenspaltung 4,25. ,, ~ ee 
Aus der Veresterung berechnet 3,21 ,, na i 


Versuch 2. 10. VI. 
Reizung bis zur Ermiidung und Starre. 


Glykogengehalt vorher 9,56 mg pro Gramm 


Glykogengehalt nachher 6,26 .,) ,, - 
Glykogenspaltung 3,27 .,.. ” 
Aus der Veresterung berechnet 3,03... ., ee 


Versuch 3. 11. VI. 
Ruheanaerobiose bei 17° 144 Stunden. 


Glykogengehalt vorher 9,56 mg pro Gramm 


Glykogengehalt nachher 8,32 ,, — ,, res 
Glykogenspaltung 1,24 ,, —,, os 
Aus der Veresterung berechnet 1,11 ,, 7 ‘ 


Versuch 4. 11. VI. 
Reizung bis zu voller Ermiidung und Starre. 


Glykogengehalt vorher 5,22 mg pro Gramm 


Glykogengehalt nachher 2,67 ,, — ,, * 
Glykogenspaltung 2,55 ., ,, = 
Aus der Veresterung berechnet 2,72 ., a on 
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Versuch 5. 12. VI. 
Ruheanaerobiose bei 10° in 6 Stunden. 
Glykogengehalt vorher 8,67 mg pro Gramm 
Glykogengehalt nachher 5,46 ,, —,, o» 


Glykogenspaltung 3,21 ,, —,, 9 
Aus der Veresterung berechnet 2.69 ., —,, “ 


Im allgemeinen ist die GréBe der Veresterung etwas schwankend. 
In der Mehrzahl der Versuche wurde die Menge anorganischen Phosphats 
ungeandert gefunden, so daB das gesamte aus Pyrophosphat und Phos- 
phagen frei gewordene Phosphat mit Hexose verestert war. In einigen 
Fallen wurde sogar eine Abnahme des anorganischen Phosphats, einmal 
bis zu 0,23 mg P,O; pro Gramm Muskel gefunden, andererseits wurde 
zuweilen auch ein geringfiigiges Anwachsen des anorganischen Phosphats 
bemerkt. Durch verschiedene Einwirkungen ist es in gewissem Umfange 
mdglich, die Veresterung zu hemmen. Bei 0° ist die Veresterung deutlich 
herabgesetzt, wie der folgende Versuch zeigt, in dem zwei symmetrische 
Muskeln, der eine bei 0°, der andere bei Zimmertemperatur bis zur 
Ermiidung gereizt wurden. 





Anorganisches Phosphagen 
PL Os P2Os 
Anfangswert. .... 0,46 0,95 
Muskel bei 0° gereizt . 1,05 0,30 (keine Starre) 
Muskel bei 18° gereizt . 0,34 0,13 (Starre) 


Auch in Kohlenséure-Stickstoffgemischen von 30°, CQ,, ent- 
sprechend einem py von 6,5, veresterten gereizte Muskeln immer 
weniger als Muskeln in reinem Stickstoff. Hieriiber soll der folgende 
Versuch als Beispiel dienen. 





Anorganisches Phosphagen 
"2 O5 P20; 
Ruhemuskel ...... 0,51 1,51 
Reizmuskel (in 30% COg) . 1,26 0,30 


Bei Betrachtung der Tabelle Ll bemerkt man aus dem Gehalt 
an anorganischem P,O,, daB die Veresterung in den Muskeln, die schon 
nach einer kiirzeren Arbeit, also mitten in der Kontraktionsreihe ver- 
arbeitet wurden, weniger vollstaindig ist als in den Muskeln, die bis 
zur Erschépfung und Eintritt der Starre gereizt wurden und deren 
Verarbeitung nicht ganz so schnell durchgefiihrt wurde wie die der 
ersten. Schon hieraus geht andeutungsweise hervor, da die Ver- 
esterung, um vollstandig zu werden, d.h. um die ganze abgespaltene 
Phosphatmenge zu umfassen, eine gewisse Zeit in Anspruch nimmt. 


5* 
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Viel deutlicher ist dies in Versuchen mit tetanischer Reizung zu sehen. 
Es sei hier auf die Versuche iiber die anaerobe Phosphagenresynthese 
verwiesen (in Tabelle VIII). In diesen Versuchen ist deutlich zu sehen, 
daB die Veresterung in den in der Kontraktion gefrorenen Muskeln 
auBerordentlich geringfiigig ist. Inden Muskeln, die 30 Sekunden nach 
der Erschlaffung gefroren sind, ist die Veresterung etwas starker, aber 
noch héchst unvollstandig; in dem Falle, wo der Muskel erst 2 Minuten 
nach der Erschlaffung gefroren wurde, beinahe vollstandig in dem 
Sinne, daB der anorganische Phosphatwert hier nur wenig iber dem 
Ruhewert liegt. Es wurde in diesen Versuchen bemerkt, dab Muskeln, 
die tetanisch zu fortgeschrittener, aber nicht vélliger Ermiidung gereizt 
werden, nach Aufhéren der Reizung in normaler Weise erschlaffen, 
um dann im Laufe von etwa 2 Minuten von der gewéhnlichen Starre 
betroffen zu werden. Um méglicherweise Auskunft tiber die Ursache 
der Starre zu gewinnen, wurden einige Versuche in der Weise aus- 
gefiihrt, daB zwei symmetrische Gastrocnemien aus vergifteten Tieren 
in demselben Stromkreis tetanisch bis zu weitgehender Ermiidung 
gereizt wurden. Der eine wurde dann sofort nach der Erschlaffung 
verarbeitet, der andere erst nach Ausbildung der Starre. Die derartig 
angestellten Versuche haben das folgende Resultat ergeben (vgl. 
Tabelle X, letzte Spalten). 


Tabelle X. 


Phosphagen- und Pyrophosphatzerfall sowie Veresterung vor und nach 
Starreausbildung im Gefolge tetanischer Reizung. 











Zunahme der 





a g » , > | b Estermenge 
<5 a ZI = = 2 Sea 
- ee f.| 8.\/§% Se. BY * 
Datum 2 2 =F ae ee 2 S" 3 mg 55 = 
= 4 |e] ¢é £ |2° 5 | Ee! po, | 28S, 
fe “ “ oa: 5 pro H = em 
kg | 72 mg mg mg a 
gz X sec | prog prog % prog 0 2 
4. Tl. Ruhe . 1,439 0,58 | 1,56 0,47 
| Arbeit. 0,961 88 0 1,21 0,39, 75 0,83, 30. 0,68 52 
0,960 10,1; 120 0,81 0,29, 82 016 66 1,35 86 


” 


15. IIT.) Ruhe . | 1,050 0,62 1,48 0,47 
| Arbeit. |0:941! 60 01 116'045| 70022 53 074 60 


= | 0,939 6,0 120 0,52 0,24 84 019 60 1,62 106 


15. Tl. | Ruhe . | 1,061 0,58 1,46 0,38 
| Arbeit. 1,000 7,2, 0/117 037) 75 0,12) 70, 0,76 56 
fe 1,000 7,0 120 0,87 0,11) 92 0,03 92 1,41 84 

7. V. Ruhe . | 1,490 0,62 | 1,22 0,49 
Arbeit. 1,007 7,4 0 1,27 0,37) 70 0,27) 45 0,42 39 
1,000 8,0 120 0,45 0,20, 84 0,13) 74 1,61 112 
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Auch diese Versuche lassen das ,,Nachhinken* der Veresterung 
deutlich hervortreten. Es findet in dem Zeitraum, in dem sich die 
Starre ausbildet, eine bedeutende Veresterung statt. In Abb. 5 sind 
die Hydrolysekurven von Versuch | dargestellt. Es geht aus den 
Kurven hervor, dab wahrend der Starreausbildung relativ viel Mono- 
ester gebildet wird. Dies war jedoch nicht in allen Versuchen gleich 
ausgesprochen. Die Versuche zeigen ferner, daB —- wie schon frither 
beobachtet ein gewisser Nachzerfall von Phosphagen nach Auf- 
héren der tetanischen Reizung stattfindet. Auch Pyrophosphat zer- 
fallt — in einigen Versuchen in nicht unbetrachtlicher Menge in 
den ersten Minuten nach Aufhéren des Tetanus. Die verschiedenen 
Spaltungsprozesse, die schon wahrend der Kontraktion stattfinden, 
laufen also nach der Erschlaffung vom Tetanus und wahrend der 





“60 70 80 
Min tyaroyseze/t 


Abb. 5. 
I. Hydrolysekurven von vergifteten Ruhemuskeln. 
II. Hydrolysekurven von vergifteten Muskeln nach tetanischer 
Reizung vor Eintritt der Starre. 
III. Hydrolysekurven von vergifteten Muskeln nach derselben 
Reizung nach Ejintritt der Starre. 


Starreausbildung weiter. Am wenigsten ausgesprochen scheint der 
Nachzerfall von Phosphagen zu sein. Ein bestimmter SchluB iiber 
die Ursache der Starre 1éBt sich aus diesen Versuchen kaum ziehen. 
Der Zusammenfall der vollstandigen Veresterung und der Starre- 
ausbildung ist wohl mehr als ein zeitlicher als ein ursachlicher zu be- 
trachten. Es mu hier aber darauf aufmerksam gemacht werden, 
daB es bei Reizung bei 0°, wo die Veresterung deutlich gehemmt ist, 
oft gelingt, mit Einzelreizen bis zu voller Ermiidung zu reizen, ohne 
daB sich eine Starre ausbildet. Da die Starre nicht mit dem vélligen 
Schwund des Phosphagens zusammenhangt, geht daraus hervor, dab 
die Starre sich auch ausbilden kann nach einer Reizung, die zu gering- 
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fiigig ist, um die ganze Phosphagenmenge zum Zerfall zu bringen. 
Die Starreausbildung auf eine bestimmte chemische Umwandlung in 
den vergifteten Muskeln zu beziehen, scheint mir im Moment nicht 
moglich. 

Wie schon hervorgehoben, findet im vergifteten Muskel unter 
denselben Bedingungen wie die Phosphagenspaltung auch gleichzeitig 
ein Zerfall von Pyrophosphat statt. Die Pyrophosphatmenge in ver- 
gifteten Ruhemuskeln ist nur in geringem Grade herabgesetzt. In 
20 Bestimmungen habe ich einen Mittelwert von 0,42 mg P,O, pro Gramm 
gefunden. Die meisten von diesen Bestimmungen sind an Winter- 
eskulenten ausgefiihrt, bei denen man gewohnlich Werte von dieser 
GréBenordnung findet. Bei ausgiebiger Reizung, die zu vélligem oder 
fast volligem Zerfall des Phosphagens fiihrt, wird auch das Pyro- 
phosphat bis zu einem ganz kleinen Rest aufgespalten. Aus den Kurven 
Abb. 5 14Bt sich nach der Lohmannschen Methode die Pyrophosphat- 
menge im Ruhemuskel zu 0,44 mg P,O; pro Gramm berechnen, in 
dem Reizmuskel zu 0,05. Die bisher ausgefiihrten Versuche reichen 
nicht aus, um ein Urteil dariiber zu gestatten, ob die Spaltung des 
Pyrophosphats einigermaBen mit der Arbeit und dadurch mit der 
Phosphagenspaltung parallel geht. In Versuch | und 4 in Tabelle X 
ist die Pyrophosphatspaltung wahrend der Reizung im Verhaltnis zum 
Phosphagenzerfall auffallend gering, dagegen findet in diesen Versuchen 
ein ausgesprochener Nachzerfall von Pyrophosphat statt. Die zwei 
anderen Versuche in derselben Tabelle zeigen aber, daB dies nicht 
immer der Fall ist. Mit Sicherheit folgt aus den Versuchen, daB der 
Pyrophosphatzerfall nicht ausschlieBlich mit Starreeintritt stattfindet, 
weshalb die Pyrophosphatabspaltung mit keinem gréBeren Recht als 
die anderen sich abspielenden chemischen Umwandlungen mit der 
Starreausbildung in Verbindung gebracht werden kann. 

In vereinzelten Versuchen habe ich die Ammoniakabspaltung neben 
der Pyrophosphatspaltung in monojodessigsiurevergifteten Muskeln 
bestimmt, wesentlich, um festzustellen, ob die Ammoniakabspaltung 
besonders beim Eintritt der Starre stattfindet, oder ob eine Abspaltung 
schon wahrend der Reizung vor der Starreausbildung nachzuweisen war. 
Ein Versuch wurde in der Weise ausgefiihrt, daB zwei symmetrische 
Gastrocnemien im gleichen Stromkreis tetanisch gereizt wurden. Der 
eine wurde sofort nach der Reizung vor der Starreausbildung ver- 
arbeitet, der andere erst nach Eintritt der Starre. Ein anderer Ver- 
such wurde so ausgefiihrt, daB zwei symmetrische Gastrocnemien mit 
Einzelreizen gereizt wurden, der eine bei 0°, wo keine Starre eintrat, der 
andere bei Zimmertemperatur, wo die Starre sich in gewohnlicher Weise 
ausbildete. Die Resultate der Analysen sind in Tabelle XI wieder- 
gegeben. 
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Tabelle XJ. 


Vergleich zwischen Phosphat- und Ammoniakabspaltung aus Adenylpyro- 
phosphorsaure. 





Ammoniak Pyrosphosphat (P25) 
pro g abgespalten pro g abgespalten 
j , Millimol mg mg Millimol 
Tetanusversuch 7. V. 30 
Ruhemuskel ...... 28.4 0,40 | 
Reizmuskel vor Starre . . 48,8 20,4 1,45 0,23 0,17 2.4 
Reizmuskel nach Starre . 63.0 34,6 2.45 0,13 0,27 3,8 
Kinzelzuckungen 6. V. 30 
Ruhemuskel . ..... 43,0 0.49 
Reizmuskel bei 0°. . . . 93.5 20,5 1,45 0,27 0.22 3,1 
Reizmuskel bei 18° . . . 75,5 32.5 2.3 0.13 0,36 5,0 


Es geht aus diesen Versuchen hervor, daB die Ammoniakabspalt ung 
parallel mit dem Pyrophosphatzerfall lauft, indem in den Versuchen 
pro Molekil abgespaltenes Ammoniak etwa zwei Molekiile Phosphor- 
siure aus Pyrophosphat abgespalten werden. Da also die Adenyl- 
pyrophosphorsaiure offenbar in der Weise zerfallt, daB gleichzeitig 
mit der Aufspaltung der Pyrophosphorsiure das Ammoniak von der 
Adenylsiaure frei wird, laBt sich das, was iiber den Pyrophosphatzerfall 
gesagt ist, mit grober Wahrscheinlichkeit auf die Ammoniakabspaltung 
iibertragen. Auch die Ammoniakabspaltung findet nicht ausschlieBlich 
und auch nicht gréBtenteils erst bei der Starreausbildung statt. 


Diskussion. 

Durch die hier mitgeteilten Versuche wurden meine friiheren 
Resultate in allen Hauptpunkten bestatigt und in verschiedener Richtung 
erweitert. Die damals aufgestellte Arbeitshypothese, ,,dafs das Phos- 
phagen bei der Muskelkontraktion die direkt energieerzeugende Substanz 
sei, wahrend die Milchséurebildung eine fortdauernde Resynthese des 
gespaltenen Phosphagens bewirken soll‘, hat dadurch weitere Unter- 
stiitzung erfahren. Es ist kaum notwendig, hervorzuheben, daB dies 
nicht damit gleichbedeutend ist, daB ich die Hypothese als einiger- 
maBen bewiesen betrachte. Eine Theorie oder Arbeitshypothese auf- 
stellen, heiBt den Versuch machen, die im Moment festgestellten Tat- 
sachen in logischen und méglichst einfachen Zusammenhang zu bringen. 
Da sich die festgestellten Tatsachen immer vermehren, miissen die 
Theorien dauernd verfeinert und korrigiert werden. Sie haben jedoch 
ihre voriibergehende Bedeutung dadurch, daf sie eine leicht tber- 
sehbare Grundlage fiir jede Diskussion darstellen und auch Anregung 
fiir weitere Untersuchungen sein kénnen. Ich halte deshalb meine 
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friiher aufgestellte Arbeitshypothese aufrecht in dem Sinne, daB ich 
sie fiir den geeignetsten Ausgangspunkt fiir die Diskussion der Versuchs- 
resultate halte. 

Mit Sicherheit geht aus meinen friiheren und den hier mitgesteilten 
Befunden hervor, daB eine anaerobe Kontraktion von normalem Verlauf 
und normaler Energieentwicklung ohne Milchsaurebildung méglich ist. 

Hieraus laBt sich ebenfalls mit Sicherheit schlieBen, daB der Muskel 
iiber noch andere, anaerob-energieliefernde Reaktionen als die Milch- 
sdurebildung verfiigen muB. Da der wichtigste derartige ProzeB die 
Phosphagenspaltung ist, laBt sich mit gr6Bter Wahrscheinlichkeit aus 
den Befunden mit monojodessigsiurevergifteten Muskeln schlieBen. 
DaB nebenher noch andere in geringerem Mae Energie produzierende 
Prozesse ablaufen, ist nicht als ausgeschlossen zu betrachten. 


Die Folgerung, daB die Phosphagenspaltung in Muskeln mit auf- 
gehobener Milchsaéurebildung die fiir die Arbeitsleistung notwendige 
Energie liefert, ist daraus zu ziehen, daB die Phosphagenspaltung hier 
ausgesprochen mit der Spannungsentwicklung parallel verlauft. Zwar 
wurde gefunden, daB bei geringerer Arbeit die Werte fiir die Phosphagen- 
spaltung relativ héher liegen. Dies kénnte méglicherweise dadurch 
erklirt werden, daB, solange noch Phosphagen in gréBerem Ausmal 
vorhanden ist, bei der Verarbeitung eine nicht zu vernachlissigende 
Menge zerfallt. Hiergegen spricht allerdings, daB in den Curareversuchen 
bei tetanischer Reizung die Proportionalitat zwischen Arbeit und 
Zerfall beinahe vollkommen ist und dies darauf hindeuten kénnte, 
daB bei den ersten Reizungen sonst eine gewisse Uberreizung und 
daraus folgender Mehrzerfall von Phosphagen stattfindet, was in den 
curaresierten weniger reizbaren Muskeln nicht der Fall ist. 


DaB die in den Versuchen erhaltenen K,,- und A,-Werte fiir 
Phosphagen, umgerechnet auf gleiche Energieerzeugung mit den friiher 
fiir Milchséure gefundenen K,,- und K,-Werten iibereinstimmen, ist 
eine weitere wichtige Bestitigung meiner Annahme, das hier die 
Phosphagenspaltung der energieliefernde ProzeB ist. Auch in kalori- 
metrischen Versuchen, deren genauere Ergebnisse demnachst ver- 
offentlicht werden, zeigte sich, daB die Warmebildung pro Einheit 
zerfallener Kreatinphosphorsaure eine geniigend gute Ubereinstimmung 
mit der friiher bestimmten Spaltungswairme des Phosphagens ergibt. 


Auch die — zwar nicht immer glatt reproduzierbaren — Versuche, 
in denen vergiftete Muskeln in Sauerstoff, wo offenbar eine Resynthese 
des Phosphagens stattfindet, eine gréBere Arbeit als in Stickstoff leisten 
kénnen, sprechen fiir die Annahme, da die Phosphagenspaltung hier 
die anaerobe Kontraktionsenergie liefert, denn in den sich noch gut 
kontrahierenden Sauerstoffmuskeln wurde immer eine gréBere Phos- 
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phagenmenge gefunden, wahrend in den nach der gleichen Reizzahl 
erschépften Stickstoffmuskeln nur noch Spuren von Phosphagen vor- 
handen waren. Der Parallelismus zwischen Arbeitsfaihigkeit und Phos- 
phagengehalt tritt auch darin deutlich hervor, daB in den Versucben, 
in denen auch der in Sauerstoff arbeitende Muskel abnehmende Zuckungs- 
héhen innerhalb der Versuchszeit zeigte, die Phosphagenmenge stiarker 
herabgesetzt gefunden wurde als da, wo bis zum Ende des Versuchs 
die Spannung gleich blieb. 

AuBer der Phosphagenspaltung verlauft in den monojodessigsaure- 
vergifteten Muskeln nach dem heutigen Stande der Kenntnisse nur 
noch eine Reaktion, bei der Energie in gewissem Umfange frei wird: 
die Glykogenolyse. Diese findet aber, wie aus den Versuchen hervor- 
geht, nur in etwa dem Mabe statt, wie Hexose verestert wird. Die 
hierbei auftretende Energie ist nun noch viel kleiner, als friiher von 
mir geschatzt ist, weil erstens nicht nur Monoester, sondern sogar in 
gréBerem Umfange Hexosediphosphorséure gebildet wird, und zweitens 
die Hydrolysewairme des Glykogens tatsachlich geringer ist!, als friiher 
von mir angenommen. Es kann somit die geringfiigige Energiemenge, 
die durch Glykogenspaltung freigesetzt wird, vernachlassigt werden, 
jedenfalls bei dem Vergleich zwischen Spannungsleistung und Energie- 
bildung, zumal gezeigt werden konnte, daB die Veresterung und somit 
wahrscheinlich auch die Glykogenolyse so langsam verlauft, daB sie 
gréBtenteils erst nach der Erschlaffung stattfinden muB. 

Die Ubertragung der mit vergifteten Muskeln erhaltenen Resultate 
auf normale Muskeln ist in einer Hinsicht erleichtert worden, seitdem 
meine erste Arbeit erschien. Damals konnte es noch nicht als sicher 
betrachtet werden, daB in normalen Muskeln bei der Kontraktion tat- 
sichlich eine Spaltung des Phosphagens in dem analytisch bestimmten 
Umfang stattfindet, wahrend dies in den vergifteten Muskeln dadurch 
gesichert war, daB das aus Phosphagen abgespaltene Phosphat durch 
Veresterung gebunden wurde. Inzwischen wurde durch die Arbeit 
von Meyerhof und Lipmann? nachgewiesen, daB auch in normalen 
Muskeln mit Sicherheit ein Phosphagenzerfall stattfindet. Was ich 
damals nur als héchst wahrscheinlich betrachten konnte, dafB man 
auch in normalen Muskeln mit der Phosphagenspaltung als energie- 
liefernder Reaktion rechnen muB, ist also jetzt gesichert. 

Die Einfiihrung der Phosphagenspaltungsenergie in die Energetik 
des normalen Muskels bereitet in gewisser Hinsicht grobe Schwierig- 
keit. Untersuchungen mit normalen Muskeln (Nachmansohn) haben 


1 O. Meyerhof u. J. Suranyi, diese Zeitschr. 191, 106, 1927. 
2 O. Meyerhof u. F. Lipmann, Die Naturwissenschaften 18, 330, 1930; 
vgl. auch diese Zeitschr. 227, 84, 1930. 
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gezeigt, daB bei dem ersten Tetanus von 2 Sekunden Dauer fast ebensoviel 
Phosphagen zerfallt, wie ich es in Muskeln ohne Milchsaéurebildung 
gefunden habe. Trotzdem wird im normalen Muskel in einem solchen 
ersten Tetanus ebensoviel Milchséiure im Verhaltnis zur Spannungs- 
arbeit gebildet als in spaiteren Tetani, wo der bilanzmaBige Phosphagen- 
zerfall viel kleiner wird!. Deshalb sollte man erwarten, dab die Warme- 
bildung im Verhaltnis zur Spannungsleistung im ersten 2-Sekunden- 
Tetanus gréBer ist als in den folgenden. Nach dem augenblicklichen 
Stande unserey Wissens ist dies aber nicht der Fall. Meyerhof? hat 
darauf hingewiesen, daB die durch den Phosphagenzerfall bewirkte 
Alkalisierung die Sauerung und dadurch die Entionisierungswairme 
der Milchsadure teilweise bzw. véllig aufheben kann. Diese Annahme 
sowie die Tatsache, daB bei einer langeren Kontraktionsreihe, wo der 
bilanzmaBige Phosphagenzerfall abnimmt, die Milchsiurebildung im 
Verhaltnis zur Arbeitsleistung betraichtlich anwachst (also K,,,; ab- 
nimmt), wiirde es erleichtern, wenn auch im Moment nicht vdllig 
méglich machen, die aus dem chemischen Umsatz berechnete Warme 
mit der Konstanz der Warmebildung in einer lingeren Kontraktions- 
reihe in Ubereinstimmung zu bringen. 

In diesem Zusammenhang méchte ich darauf hinweisen, da} die 
Verkleinerung der bilanzmaBig meBbaren Warmebildung durch eine 
bei der Phosphagenspaltung auftretende Alkalisierung (negative Loni- 
sierungswarme) nicht damit in Widerspruch steht, dab ich die ganze 
Spaltungswirme des Phosphagens in meine Berechnungen eingefiihrt 
habe, da anzunehmen ist, daf im Kontraktionsmoment die ganze 
Spaltungsenergie verfiigbar ist. Hierfiir spricht, da in Versuchen in 
30°, Kohlensaure - Stickstoffatmosphire die Spannungsleistung im 
Verhaltnis zum Phosphagenzerfall eher vergréBert als herabgesetzt 
war, obgleich hier infolge des niedrigen py eine relativ gréBere Alkali- 
sierung eintritt. BilanzmaBig tritt im Verlauf aller im vergifteten 
Muskel ablaufenden Reaktionen infolge der durch die Veresterung 
auftretenden Saiuerung bei physiologischen CO,-Drucken und neutraler 
Reaktion kaum eine Reaktionsverschiebung auf®. 

DaB die Phosphagenspaltungsenergie fiir die Kontraktion ver- 
wendbar ist, diirfte durch meine Versuche héchst wahrscheinlich gemacht 


1 Dies ergibt sich aus neuen, zu diesem Zweck angestellten vorliu‘igen 
Versuchen von Herrn Dr. Lipmann, wo in einem einzelnen 2-Sck.-Tetanus 
bei Zimmertemperatur der normale A,-Wert der Milchséiure von 50 bis 60 
gefunden wurde, wie ihn friiher Nachmansohn tiir einen und mehrere Tetani 
von fiinf Sekunden Dauer erhalten hatte. Herr Dr. Lipmann hat mir erlaubt, 
dies hier mitzuteilen. 

2 O. Meyerhof u. F. Lipmann, Die Naturwissenschaften 18, 330, 1930. 

3 Vel. die Arbeit von F. Lipmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 227, 
84, 1930. 
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sein. Da® auch die Energie der Milchséurebildung in ahnlich direkter 
Weise fiir die Kontraktion verwendet werden kann, also Milchsaure- 
bildung und Phosphagenspaltung zwei voneinander unabhangige Pro- 
zesse sind, 1aBt sich durch meine Versuche nicht ausschlieBen, wir 
wissen nur aus ihnen, da die Milchséiurebildung fiir den Ablauf der 
Kontraktion nicht unmittelbar notwendig ist. Ich bin der Meinung, 
daB es am einfachsten ist, anzunehmen, daf fiir einen so komplizierten 
Vorgang, wie es die Muskelkontraktion ist, nur Energie von ganz be- 
stimmter Art verwendbar ist, und ca man deshalb im Moment damit 
rechnen muB, daB die Phosphagenspaltung fiir sich unmittelbar die 
Kontraktionsenergie liefert. Die Rolle der Milchsiurebildung, die ein 
allgemeinerer, in fast allen Geweben nachweisbarer anaerob-energie- 
erzeugender ProzeB ist, mus dann darin gesucht werden, daB sie, wie 
in meiner Hypothese angenommen, im Muskel eine fortdauernde Resyn- 
these des Phosphagens bewirkt, so daB das groBbe Energiedepot der 
Kohlenhydrate erst auf dem Wege des Phosphagens fiir die Arbeitsleistung 
verwendbar gemacht wird. Die Annahme, dab die Milchsiurebildung 
diese Wirkung hat, hat sich aus der Beobachtung ergeben, dab bei 
Aufhebung der Milchsiurebildung die Phosphagenspaltung im Ver- 
haltnis zu der in normalen Muskeln bilanzmaiGig wahrnehmbaren 
erhéht ist und die nachtragliche anaerobe Resynthese aufgehoben ist. 

Jedoch darf nicht vergessen werden, das noch die Mdéglichkeit 
besteht, daB das Zusammenfallen von aufgehobener Milchsiurebildung 
und vermehrter Phosphagenspaltung in vergifteten Muskeln darauf 
beruht, daB die letztere hier wegen der gestérten Milchsaéurebildung 
die ganze Energie liefert, wihrend in normalen Muskeln beide Prozesse 
ihre Energie einem dritten, bisher unbekannten Vorgang zur Ver- 
fiigung stellen, der direkt mit dem Kontraktionsablauf gekoppelt ware. 
Zwar ist eine anaerobe Phosphagenresynthese nachgewiesen, was mit 
einem gewissen Recht dafiir spricht, dab eine fortdauernde Resynthese 
des Phosphagens im normalen Muskel méglich ist, andererseits fehlt 
jedoch in dem Zeitraum, wo diese Resynthese stattfindet, eine Milch- 
siurebildung. Auch die Resynthese in Extrakten, die zwar nur bei 
unphysiologischer Reaktion nachweisbar ist, bietet gewisse Schwierig- 
keiten fiir die Annahme der durch Milchsaéurebildung hervorgerufenen 
Resynthese des Phosphagens. Wahrend also die hier besprochenen 
Verhaltnisse vorlaufig der Hypothese Schwierigkeiten machen, ist es 
jetzt méglich, in der Anderung des Phosphagenzerfalls in curaresierten 
Muskeln eher eine Stiitze fiir die Hypothese zu sehen, als wie friiher 
einen Einwand. Um den eingeschrankten Phosphagenzerfall in curare- 
sierten Muskeln mit meinen Vorstellungen in Zusammenhang zu bringen, 
hatte ich darauf hingewiesen, daB es méglich wire, daB die Resynthese 
des Phosphagens in derartig vergifteten Muskeln erleichtert ist. Von 
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Meyerhof und Nachmansohn' ist jetat gezeigt worden, daB in der Tat 
die nachtragliche Phosphagenresynthese in curaresierten Muskeln 
vergr6Bert ist. Zwar ist sie nicht absolut gréBer als in normalen Muskeln, 
prozentual jedoch viel gréBer. Dies laBt sich nun unter der Voraus- 
setzung, daB eine fortdauernde Resynthese von Phosphagen statt- 
findet, fiir den eingeschrankten Zerfall in curaresierten Muskeln ver- 
antwortlich machen. Aus meinen hier mitgeteilten Versuchen geht 
zudem hervor, daB, wenn eine anaerobe Resynthese des Phosphagens 
ausgeschlossen ist, keine: Einschrankung des Phosphagenzerfalls durch 
Curaresierung zu erreichen ist. Ich sehe hierin eine wertvolle Stiitze 
fiir die Hypothese der fortdauernden Phosphagenresynthese in normalen 
Muskeln. 

Die prozentual gréBere Resynthese in curaresierten Muskeln ist 
héchstwahrscheinlich in irgendeiner Weise durch die Anderung des 
Erregungsprozesses bedingt, die in der Verlingerung der Chronaxie 
zum Ausdruck kommt. Aus meinen Versuchen geht andererseits mit 
Sicherheit hervor, daB der Umfang des Phosphagenzerfalls oder der 
Phosphagenresynthese nicht seinerseits fiir die GréBe der Chronaxie 
bedingend sein kann, denn in monojodessigsiurevergifteten Muskeln 
wird die Chronaxie durch Curaresierung wie in normalen Muskeln 
erhéht, ohne daB eine Beeinflussung des Phosphagenumsatzes nachzu- 
weisen ist. Wenn ich in der Formulierung der ,,Hypothese den Aus- 
druck verwende, daB das Phosphagen bei der Muskelkontraktion die 
direkt energieerzeugende Substanz ist, soll hiermit nichts iiber den 
Mechanismus der Kontraktion gesagt werden. Ich stehe ginzlich von 
einem Versuch ab, eine Erklarung des Verkiirzungsprozesses zu geben. 
Ich bin der Ansicht, daB die Phosphagenspaltung der Kontraktion sozu- 
sagen eine Stufe naher steht als die Milchsdiurebildung und von den 
im Moment bekannten energieerzeugenden Prozessen dem Kontraktions- 
vorgang am niachsten liegt. Es ist bei weitem nicht ausgeschlossen, 
daB noch Zwischenprozesse sich zwischen Phosphagenspaltung und 
Verkiirzung einschieben. 

Die Rolle der Adenosinpyrophosphorsiure bei der Kontraktion 
scheint mir noch unsicher. In einem eben jetzt erschienenen Aufsatz 
hat Embden? meine Vorstellungen iiber eine durch die Milchsaure- 
energie bewirkte fortdauernde Resynthese auf das Ammoniak iiber- 
tragen und will in der Ammoniakabspaltung und der hierdurch bedingten 
Alkalisierung die Ursache der Verkiirzung sehen. Andererseits sollte 
die Erschlaffung durch eine nachfolgende Neutralisation mittels eines 
Sauerungsprozesses herbeigefiihrt werden. Als solche wird von Embden 


1 O. Meyerhof u. D. Nachmansohn, diese Zeitschr. 222, 1, 1930. 
2 G. Embden, Klin. Wochenschr. 9, 1339, 1930. 
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fiir Muskeln mit aufgehobener Milchsdurebildung die Hexosephosphat- 
bildung hervorgehoben. Ich méchte darauf aufmerksam machen, 
daB ich eine solche Auffassung nie vertreten habe. Eine Bedeutung 
als_ ,,Erschlaffungssubstanz‘* kann die Hexosephosphorsiure nach 
meinen Versuchen kaum haben, da diese gezeigt haben, dab die Ver- 
esterung offenbar ein relativ langsam verlaufender ProzeB ist und haupt- 
sichlich nach der Erschlaffung stattfindet, und ferner besonders aus- 
gesprochen wahrend der Starreausbildung ist. Bedeutung als energie- 
liefernder ProzeB hat die Ammoniakabspaltung nach unserem heutigen 
Wissen kaum. Die Bedeutung der verschiedenen Reaktionsverschie- 
bungen, unter anderem der Alkalisierung, an der sich die Phosphagen- 
spaltung mindestens ebenso stark beteiligen muB wie die Ammoniak- 
abspaltung, fir den VerkiirzungsprozeB, wie iiberhaupt die Frage nach 
dem genaueren Mechanismus des Verkiirzungs- und Erschlaffungs- 
prozesses muB man im Moment ganz offen lassen. 


Zusammenfassung. 


Das Ausbleiben der Milchsiéiurebildung bei der Arbeit monojod- 
essigsiurevergifteter Muskeln wurde bestitigt. 

Das Verhaltnis zwischen Phosphagenspaltung und Arbeit bei 
Einzelzuckungen und Tetani (ausgedriickt als A,» und K,,) wurde 
bestimmt. 

Gleichzeitige Curaresierung aindert die K 
monojodessigsaiurevergiftete Muskeln nicht. 

Die Chronaxie jodessigsiurevergifteter Muskeln wurde normal 


- und K,,-Werte fiir 


m P 


gefunden und zeigte sich bei gleichzeitiger Curaresierung in demselben 
Mabe wie bei alleiniger Curaresierung erhoht. 

Die anaerobe Phosphagenresynthese findet nach Vergiftung mit 
Jodessigsaure nicht statt. 

Muskeln, die in schonender Weise vergiftet waren, leisteten in 
Sauerstoff mit einer geringeren Abnahme des Phosphagengehalts 
gréBere Arbeit als in Stickstoff (oxydative Phosphagenresynthese). 

Der zeitliche Verlauf der Veresterung sowie die Art der gebildeten 
Ester wurde untersucht. 

Eine Spaltung von Pyrophosphat bei der Arbeit und Starre- 
ausbildung wurde nachgewiesen. 








Uber die Reaktionsinderung des titigen Muskels.'! 


Von 
V. Lipmann? ind 0. Meyerhof. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie im Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 8. August 1930.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


Bekanntlich ist schon von Dubois-Reymond festgestellt, daB der 
weitgehend ermiidete Muskel saurer wird, und er bezog diese Siuerung 
bereits auf die von Berzelius entdeckte Milchsiure. Nachdem der enge 
Zusammenhang von Milchsdiurebildung und Kontraktion erkannt war, 
wurde mit elektrometrischen Methoden die hier stattfindende py- 
Verschiebung recht genau gemessen. Dazu dienten wasserige Extrakte 
aus frischen bzw. ermiideten Muskeln, die so hergestellt waren, daB die 
Milchsaurebildung mit der Tétung des Muskels zum Stillstand gekommen 
war. Auf diese Weise ergab sich in Versuchen von O. Meyerhof und 
K. Lohmann* an Esculentamuseln mit der Chinhydronelektrode in der 
Ruhe ein py von 7,28 bis 7,38 (ohne duBeren CO,-Druck), bei maximaler 
Ermiidung und einem Milchséuregehalt von 0,36 bis 0,45°,, ein py von 
6,22 bis 6,34, wahrend bei der Chloroformstarre und einem Milchsaure- 
gehalt von 0,40 bis 0,57°, ein pa von 6,06 bis 5,87 erreicht wurde. 
Ahnliche Werte fanden Furusawa und Kerridge* mit der Haberschen 
Glaselektrode bei Saéugetiermuskeln und gleicher Milchsaiurebildung. 
Ebenso wurde auch in den beiden genannten Arbeiten festgestellt, daB 
diese py-Verschiebungen ungefahr iibereinstimmen mit denjenigen, die 
durch Zusatz der gleichen Mengen Milchséure zu frischer Muskulatur in 
daraus hergestellten Extrakten hervorgerufen wurden. Zum gleichen 
Resultat gelangt auch in einer neuen Arbeit Ritchie®, der feststellte, 


1 Vorlaufige Mitteilung: Die Naturwissenschaften 18, 330, 1930 (28. Fe- 
bruar 1930); Physiological Society, London, 15. Marz 1930. Proc. Journ. 
Physiol. 69, XXI. 

2 Stipendiat der Notgemeinschaft. Der Notgemeinschaft méchte ich 
fiir das Stipendium meinen besten Dank sagen. F. Lipmann. 

3 Diese Zeitschr. 168, 128, 1926. 

4 Journ. of Physiol. 68, 33. 1927. 

5 Ebendaselbst 68, 295, 1929. 
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daB das Siurebasengleichgewicht des Muskels bei der Ermiidung genau 
um den Betrag der gebildeten Milchsiure nach der sauren Seite ver- 
schoben wird. 

Wahrend die genannten Versuche also sicherstellen, da®B eine 
meBbare Verschiebung nach der sauren Seite in den aus ermiideten 
Muskeln hergestellten Extrakten gegeniiber unermiideten eingetreten ist, 
die auf die Milchsaurebildung zu beziehen ist, leiden sie andererseits an 
einem schweren Mangel. Der hergestelite Extrakt oder Muskeibrei 
spiegelt nur unvollkommen das Verhalten des lebenden Muskels wieder, 
und wenn auch die Milchséurebildung verhindert ist, so ist keine 
Gewahr fiir den Stillstand anderer chemischer Reaktionen bei der 
Abtétung des Muskels gegeben. Ja, von dem erst spater bekannt 
gewordenen umfangreichen Spaltungsproze des Phosphagens (Kreatin- 
phosphorsaure) wissen wir jetzt, daB er in der Tat bei der Verarbeitung 
des Muskels nicht zum Stillstand gebracht wurde, und daB uns also die 
vorher geschilderten Versuche nur das Bild der Reaktionsverschiebung 
bei Nichtberiicksichtigung bzw. nach totaler Aufspaltung der Kreatin- 
phosphorsaure geben. Ein weiterer, wenn auch nicht so schwerwiegender 
Fehler besteht in der Vernachlissigung des Kohlenséiuredrucks im 
lebenden Muskel. 

Wenn trotzdem fiir extreme Ermiidungsgrade die gefundenen 
Werte ziemlich richtig sein diirften, so nur darum, weil hier die Milch- 
siurebildung die anderen Reaktionen an Umfang erheblich iibertrifft. 
Eine Extrapolation auf schwichere Ermiidungsgrade ist aber keines- 
wegs gestattet, denn bekanntlich kommt hier die Spaltung des Phospha- 
gens gegen die Bildung der Milchséure ganz erheblich in Betracht. 
So werden z. B. nach Nachmansohn bei einem isometrischen Zwei- 
sekundentetanus etwa vier Mol Kreatinphosphorsaéure gespalten auf 
ein Mol entstehender Milchsaure!. Die Elektrotitrationskurve des ge- 
spaltenen und ungespaltenen Phosphagens? lie nun erwarten, dab die 
bei der Spaltung freiwerdenden Basenaquivalente einen bedeutenden 
EinfluB auf die Reaktionsinderung ausiiben miibten, wenn wirklich der 
Zerfall des Phosphagens in dem analytisch gemessenen Umfang bei der 
Tatigkeit vor sich ging. Gerade dieser letztere Umstand war aber wegen 
verschiedener Unstimmigkeiten lange zweifelhaft. 

Es gelingt in iiberraschend einfacher Weise, die genannten Mangel 
der bisherigen Methode ganz zu vermeiden und die Reaktionsainderung 
des lebenden Muskels bei der Tatigkeit direkt zu  bestimmen. 
Als Frucht dieses neuen Verfahrens erhalten wir dann gleichzeitig die 
GewiBheit, daB die Kreatinphosphorsiure wirklich in dem analytisch 


1 Diese Zeitschr. 213, 262, 1929. 
2 O. Meyerhof u. K. Lohmann, ebendaselbst 196, 49, 1928. 





86 F. Lipmann u. O. Meyerhof: 


gefundenen Umfang gespalten wird, und weiterhin, dai wir mindestens 
zur Hauptsache nunmehr die Prozesse kennen, die tiberhaupt an der 
Anderung der Reaktion des tatigen Muskels beteiligt sind. Denn die auf 
Grund der bekannten Vorgange berechnete und die wirklich beobachtete 
Anderung des py bzw. die Verschiebung der Basen-Saureiquivalente 
stimmen gut tiberein. 


Theoretische Bemerkungen. 

Fiir Korperflissigkeiten und Gewebe, die sich im Gleichgewicht mit 
einem bestimmten CQO,-Druck befinden, wird die Wasserstoffionen- 
konzentration bestimmt durch die bekannte Gleichung von Hasselbalch- 
Henderson 
HCO, 


— ’ | log 
Pu PK + 108 CO, 


wo px’ die scheinbare erste Dissoziationskonstante der Kohlenséure 
bedeutet, HCO,’ die molare Bicarbonatkonzentration und CO, die 
molare Konzentration der gelésten Kohlenséure. p,’ setzen wir nach 
E. J. Warburg' fiir 20° und fiir das Salzmilieu des Muskels zu 6,28. 
Andererseits ist die molare Konzentration der freien Kohlensdiure im 
Gewebe mit dem auBeren CO,-Druck P durch die Gleichung verbunden: 


Pao, - 1000 


Co, = 
2 LGO 22400 


wo P den CO,-Druck in Prozenten einer Atmosphare (100 = 760 mm Hg) 
bedeutet, xo, den Absorptionskoeffizienten im Gewebe. Dafiir nehmen 
wir an, das sich die Kohlensdure im freien Wasser des Muskels ebenso 
lést wie in Ringer-Loésung, also bei 15° a¢o, = 1,019, bei 20° — 0,878 ist. 
Befindet sich der Muskel nicht im Gasraum sondern in einer bicarbonat- 
haltigen Loésung, so ist in der obigen Gleichung der Bicarbonatgehalt der 
Lésung einzusetzen, wobei angenommen wird, daB sich das Bicarbonat 
zwischen Muskel und Lésung gleichmaBig verteilt. Wenn dies auch 
wegen der indiffusiblen Proteinanionen und dem dadurch hervorgerufenen 
Donnangleichgewicht nicht genau zutrifft, so ist der hierdurch bedingte 
Fehler sehr gering. 

Verandern wir den éuBeren CO,-Druck, so kénnen wir die Reaktion 
des Muskels verandern, und zwar ruft eine Variation von 1°, CO, bis 
100°, CO, unter Beriicksichtigung des Bicarbonatgehalts des un- 
ermiideten Muskels von etwa 1 .10~2 Mol eine pu-Anderung (eines frei 
hangenden Muskels) von etwa 7,6 bis 6,0 hervor. Dabei ist der Unter- 
schied zwischen der Suspendierung des Muskels im Gasraum oder in 


1 Biochem. Journ. 16, 153, 1929. 
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einer bicarbonathaltigen Lésung der, daB im letzteren Fall bei 
Anderung des CO,-Drucks die Bicarbonatkonzentration praktisch kon- 
stant bleibt, waihrend der frei im Gasraum befindliche Muskel bei 
zunehmendem CQ,-Druck Alkali aus anderen Puffersubstanzen frei 
macht und diese Zunahme des Bicarbonats die Reaktionsinderung 
abschwiacht. Fiir diesen Fall muB die CO,-Bindungskurve des Muskels 
bestimmt werden. Fiir die Mehrzahl der Versuche, die in bicarbonat- 
haltigen Lésungen gemacht wurden, ist dies dagegen nicht nétig. 

Entstehen im Muskel Saureaiquivalente oder verschwinden Basen- 
aiquivalente, so wird Kohlensaure ausgetrieben und die Erhéhung des 
CO,-Drucks kann manometrisch gemessen werden. Umgekehrt wird 
CO, aus dem Gasraum aufgenommen, wenn Sauredquivalente ver- 
schwinden oder Basendquivalente entstehen. Die Anderung des 
Basen-Saure-Gleichgewichts in Aquivalenten entspricht fiir starkere 
Basen oder Saéuren den mol aufgenommenen oder abgegebenen CQ,. 
Das stimmt genau, wenn der Muskel sich in bicarbonathaltiger Lésung 
ohne andere Puffersubstanzen befindet, weil dann die Pufferung durch 
das Muskelinnere zuriicktritt. Andernfalls setzt sich wieder ein Teil der 
entstehenden Basen- oder Saurediquivalente mit anderen Puffersub- 
stanzen anstatt mit Bicarbonat um. Fiir héhere Kohlensauredrucke, 
wie sie in unserer Arbeit meist verwendet werden, ist diese ,,CO,- 
Retention“ geringfiigig. Sie betragt fiir Muskeln ohne Lésung bei 
60°, CO, nur etwa 5°, der in den Gasraum abgegebenen oder daraus 
entnommenen Kohlensiure. Da jedoch in Ringer-Bicarbonatlésung 
allmahlich das Phosphat aus dem Muskel herausdiffundiert und dies 
verschiedene Stérungen verursacht, war ein Zusatz von Phosphat in 
Mengen von 30 mg-°,, P (0,01 mol.) erforderlich. Unter diesen Um- 
stiinden ist ebenfalls mit einem Retentionsfaktor zu rechnen, der fiir 
0,02 und 0,03 mol. Bicarbonat und 5, 16, 34, 60°, CO, bestimmt wurde. 
Fiir 0,02 mol. ergab sich in der Reihenfolge der vier CO,-Drucke 1,27, 
1,18, 1,08, 1,06; fiir 0,3 mol. in der gleichen Reihenfolge 1,19, 1,14, 
1,09, 1,07. 

Wenn die in Frage kommenden auftretenden oder verschwindenden 
Aquivalente von schwachen Séuren stammen, deren Starke etwa der 
ersten Dissoziationskonstante der Kohlensaure entspricht, so wird nur 
ein Teil des aquivalenten CO, freigesetzt bzw. aufgenommen. Kennt man 
die betreffenden Dissoziationskonstanten, so kann man nach den 
kiirzlich von O. Warburg, Krebs und Donegan entwickelten Formeln! 
den Bruchteil berechnen, der in den Gasraum iibertritt. Fur den uns 
interessierenden Fall der Aufspaltung der Kreatinphosphorsaure ist es 
jedoch einfacher, aus dem Verlauf der Titrationskurven der Verbindung 


1H. A. Krebs u. J. F. Donegan, diese Zeitschr. 210, 7, 1929. 
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vor und nach der Aufspaltung diesen Bruchteil zu bestimmen. Wir 
messen daher auf der aus der Arbeit von O. Meyerhof und K. Lohmann! 
entnommenen Abb. 1 die Differenz der Ordinaten zwischen der un- 
gespaltenen und der aufgespaltenen Verbindung bei verschiedenen 
Abszissenwerten zwischen py 6 und py 8. Diese Differenz der Ordi- 
naten ergibt im Verhiltnis zu dem Ordinatenwert fiir ein Aquivalent 
denjenigen Bruchteil der gespaltenen Phosphagenmolekiile an, der bei 
festgehaltenem py mit Kohlensaure reagiert. Dieser Bruchteil, den wir 
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Elektrotitrationskurven der Kreatinphosphorséiure mit iquivalenter NaOH. 
Ordinate: Zehntel NaOQH-Aquivalente. 10 entspricht einem Aquivalent Krp. Abszisse: py. 
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ungespaltene Krp. x die gleiche Lisung aufgespalten. @ @ gleich konzen- 





triertes Gemisch von Kreatin und Phosphorsaure. 


als Aquivalenzfaktor bezeichnen, ist in Abhingigkeit von dem py auf 
Abb. 2 dargestellt; man sieht, daB er bei pa 8 etwa 0,1, bei pub 
dagegen 0,8 ist. AuBer der Spaltung der Kreatinphosphorsiure und 
der Milchsaéurebildung ist noch speziell in den Versuchen mit jod- 
essigsiurevergifteten Muskeln der Zerfall der Adenylpyrophosphor- 
siure in Ammoniak, Inosinsiéure und 2 mol Phosphorsaure in Be- 
tracht gezogen, sowie die Veresterung des anorganischen Phosphats zu 
Hexosediphosphat. Die Elektrotitrationskurven von Phosphorsaure und 


1 Diese Zeitschr. 196, 49, 1928. 
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Hexosediphosphorsiure sind von O. Meyerhof und Suranyi! aut- 
genommen, die der Adenylpyrophosphorsiure vor und nach Ab- 
spaltung der Phosphorsiure von K. Lohmann (bisher unver6ffentlicht). 

SchlieBlich ist bei den Reizversuchen noch die Zeit des Ausgleichs 
zwischen Muskel und Umgebung in Riicksicht zu ziehen. Wahrend die 
Ausgleichszeit des CO,-Drucks zwischen Lésung und Gasraum bei ge- 
niigender Schiittelgeschwindigkeit der Manometer praktisch nicht in Be- 
tracht kommt, hiangt sie fiir die Verteilung des CO, zwischen Muskel und 
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y valenzfaktors der Kreatin- 
phosphorsdurespaltung 
vom Pu. 
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Umgebung von dem Diffusionsweg und der Diffusionsgeschwindigkeit 
des CO, im Muskel ab. Um den Diffusionsweg klein zu machen, 
wurden Sartorien méglichst unter 100 mg benutzt, ihre Dicke betrigt 
dann zwischen 0,7 und 1 mm. Aus den von Hill entwickelten Formeln 
iiber die Kinetik der Gasdiffusion im Gewebe? ergibt sich, daB z. B. 
beiderseits exponierte Sartorien von 1 mm Dicke sich mit einer plétz- 
lichen Anderung des umgebenden Druckes von Sauerstoff innerhalb fiinf 
Minuten bis zu 91 °,, innerhalb zehn Minuten zu 99°, ins Gleichgewicht 
gesetzt haben, Sartorien von 0,5 mm Dicke bereits in 1,25 Minuten zu 
91°, in 2,5 Minuten zu 99°,. Alle diese Zeiten miissen fiir CO, um ein 
Fiinftel verlangert werden, da der Diffusionskoeffizient des CO, das 
1,18fache desjenigen des Sauerstoffs ist. Die gleiche Betrachtung muf 
auch dann gelten, wenn durch eine Reaktion im Muskelinnern eine 
Differenz zwischen dem CO,-Druck im Muskelinnern und dem um- 
gebenden Druck entsteht. Hier wiirde also ein praktisch vollstandiger 
Ausgleich (zu 99°) in 1 mm dicken Muskeln zwélf Minuten be- 
anspruchen. Das wird auch durch die Versuche mit zeitlich begrenzter 


1 Diese Zeitschr. 178, 427, 1926. 
2 Proc. Roy. Soc. B. 104, 39, 1928. 
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Reizung bestatigt, indem es nach Ende des Reizes etwa zehn Minuten 
dauert, bis der Gang der Druckinderung wieder dem Ruheverlauf 
entspricht. 

Methoden. 

Die Messung der CO,-Aufnahme und -Abgabe geschah manometrisch 
mit der Apparatur O. Warburgs. Die Versuchstemperatur bei den Ruhever- 
suchen betrug 6fters 20°, im iibrigen 15°. Wegen der Anderung der Léslich- 
keit der Kohlenséure mit der Temperatur nimmt bei konstantem Bikarbonat - 
gehalt und konstantem CO,-Druck das py mit Erhéhung der Temperatur zu. 
Die Ruheversuche wurden im allgemeinen in kegelférmigen GefaBen mit 
einem Kyy ),-Wert von 0,6 angestellt. Fiir die Reizversuche dienten GefaBe 
mit eingeschmolzenen Platinelektroden, wie sie friiher tiir die Messung der 
Nervenatmung! verwandt waren, doch mit einem etwas gréBeren Gasraum 
als bei dem in der zitierten Arbeit abgebildeten GefaB. Die Sartorien wurden 
an den eingeschmolzenen Platindrahten mit ganz diinnen Platinfaden 
befestigt, die ihrerseits durch einen Seidenfaden um die Muskelenden 
festgebunden waren. Auf diese Weise konnten die Muskeln frei in der 
Fliissigkeit flottieren. Die Reizung geschah durch Induktionséffnungsschlage, 
die jedoch bei den in der Fliissigkeit gereizten Muskeln meist nicht maximal 
gewesen sein diirtten. Der Gasraum der GefiBe wurde mit Gemischen von 
Stickstoff —Kohlensaure oder Sauerstoff — Kohlensaure gefiillt ; die Gemische 
waren vor den Versuchen in dem Haldaneschen Apparat auf ihren CO,- 
Gehalt analysiert. Nach Herstellung des Temperatur- und Gasgleich- 
gewichts wurde dann mit den Ablesungen begonnen. 

Die Reizversuche, besonders bei héheren Kohlenséiuredrucken, konnten 
nicht an frei im Gasraum haingenden Muskeln vorgenommen werden, 
weil hier die Erregbarkeit zu rasch schwindet. In allen genaueren Versuchen, 
insbesondere denjenigen, die fiir die folgenden Berechnungen dienten, 
wurde zu der Ringer-Lésung mit 0,02 bis 0,03 mol. NaHCO, Phosphat 
entsprechend 30 mg-°, P zugefiigt, dabei wurde die Phosphatlésung vor- 
her aut das in dem betreffenden Versuch benutzte py eingestellt durch 
Zugabe von HCl zu sekundirem Natriumphosphat. Die Konzentration von 
30 mg-°, P entspricht nach Stella* derjenigen, mit der ein maéBig ermiideter 
Muskel im Gleichgewicht steht. Nur unter diesen Bedingungen blieb in den 
Reizversuchen und auch in den lang dauernden Ruheversuchen die Phosphat- 
konzentration in der Lésung annahernd konstant, wahrend sie sonst durch 
Herausdiffusion von Phosphat aus dem Muskel anwiichst. Die Ver- 
wendung von Ringer-Lésung mit verhaltnismaBig hohem Bicarbonatgehalt 
hat den Vorteil, das py wahrend des ganzen Versuchs annihernd konstant 
zu halten. 

Da aber in allen Fliissigkeitsversuchen durch Herausditfusion von 
Puffersubstanzen aus dem Muskel und Austausch mit Bicarbonat eine 
pu-Anderung in der AuBenlésung entstehen kénnte und sich dies spater bei 
der Starre der Monojodessigsdiure-Muskeln tatsachlich ergab, so wurde eine 
Reihe von Versuchen auch mit frei im Gasraum befindlichen Muskeln 
angestellt. Diese ergaben im Prinzip dasselbe Resultat. In diesem Falle mu8, 
wie erwihnt, die Pufferung im Muskel beriicksichtigt werden, die aus der 
Kohlensaiure-Bindungskurve nach den Formeln O. Warburgs* berechnet 


1 R. W. Gerard u.O. Meyerhof, diese Zeitschr. 191, 125, 1927. 
2 Journ. of Physiol. 66, 19, 1928. 
3 O. Warburg, diese Zeitschr. 164, 481, 1925. 
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werden kann. So berechnet sich aus den von Stella! und Fenn? mit- 
geteilten Kohlensiure-Bindungskurven des Muskels fiir 5°, CO, eine 
,. Retention’ von 25°, der aufgenommenen bzw. abgegebenen Kohlensiure, 
fiir 60°, CO, eine solche von 5°, was den obigen Werten fiir 0,01 mol. 
Phosphat und 0,02 mol. Bicarbonat entspricht. 

SchlieBlich sei noch hervorgehoben, dab manometrische Versuche 
an Muskeln mit hohen CO,-Drucken besonderer Vorsicht bediirfen, 
weil Fett, Lacke, Gummi und andere Materialien etwas CO, lésen. 

Die chemischen Bestimmungen der Milchsiure, Kreatinphosphor- 
siure, Pyrophosphorsiure usw. wurden wie iiblich ausgefiihrt. 


Ausfiihrung der Versuche. 
1. Ruheanaerobiose. 

Der Verlauf der Kohlensiureaufnahme bzw. -abgabe des Muskels 
bei verschiedenen CO,-Drucken ist im folgenden in einer Reihe von 
Kurven und Tabellen wiedergegeben. In den Abbildungen ist stets die 
Abgabe von CO, nach oben, die Aufnahme nach unten von der Abszisse 
aufgetragen, ersteres entsprechend der Bildung von _ iiberschiissigen 
Saureadquivalenten, letzteres der von Basendquivalenten. Die Ordinate 
entspricht dabei stets Kubikmillimeter CO, pro Gramm Muskel. 
Abb. 3 zeigt den Verlauf bei Drucken von 5 bis 100°, Kohlensaure und 


Temp - 75° Ruheversuche 
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Abb. 3. Kohlensiiureaufnahme in der Ruheanaerobiose. 





Ni 10 CO. 
a HCO, 2 Pu 

mol. lp 
I. 0,02 5,0 7,23 
Il. 0,02 16,2 6,75 
Ill. 0,02 34,5 6,45 
IV. 0,02 62,5 6,2 
Vv. 0,02 100 6.0 


1 Stella, Journ. of Physiol. 68, 49, 1929. 
2 W.O. Fenn, Amer. Journ. of Physiol. 85, 207, 1928. 
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konstantem Bicarbonatgehalt der Loésung von 0,02 Mol in einer 
Versuchszeit von drei bis fiinf Stunden. Nur bei 5°, CO, bleibt die 
Xeaktion konstant, sonst andert sie sich nach der alkalischen Seite. 
Jedoch wird bei den héchsten CO,-Drucken nach etwa 4!, Stunden ein 
Umkehrpunkt erreicht und nach Aufnahme von 300 cmm CQO, pro 
Gramm Muskel wird die Reaktion wieder saurer. Dies ist zum Beispiel 
auf Abb. 4 mit 100°, CO, zu sehen. 























mir C02 
pro g Muske/ gh gh or Abb. 4. 
ad Kohlenséureaufnahme 
in 100°, C Og. Ringer- 
lisung mit 0,03 mol. 
-100 \— | Re ] Bicarbonat u. 0,0075 m 
} Phosphat. 
Temperatur 20°. 
Am Schluf sind yon 
-200 143mg P20; Phos- 
phagen 1,37 mg auf- 
gespalten. 
-300 


Um festzustellen, ob diese Alkalisierung quantitativ auf das 
Uberwiegen der Phosphagenspaltung iiber die Milchsaurebildung 
bezogen werden kann, wurden mit der manometrischen Messung 
gleichzeitig diese beiden Spaltungsvorgange verfolgt. Hierbei dienten 
die im Versuch benutzten Sartorien selbst fiir die Phosphagen- 
bestimmung, wahrend die Milchsiure entweder an Muskeln derselben 
Frésche oder meistens in ahnlich angelegten Kontrollversuchen gemessen 
wurde. 


In der Tabelle I sind zunachst eine Reihe von Versuchen mit 
steigendem CO,-Druck angefiihrt, wo nur die Phosphagenspaltung 
bestimmt ist. Die gespaltenen Milligramm P,O,; pro Gramm Muskel sind 
umgerechnet in Aquivalente reagierender Base, indem die Zahl der 
mol gespaltenen Phosphagens mit dem ,,Aquivalenzfaktor fiir das 
betreffende px multipliziert ist. So ergibt sich die drittletzte Spalte. 
Andererseits sind aus der CO,-Absorption die mol gebundene Kohlen- 
siure bestimmt. Obgleich hier die Milchsaurebildung nicht beriick- 
sichtigt ist, ist bei hédheren Kohlenséuredrucken die CO,-Bindung um 
etwa ein Drittel gréBer als berechnet. In anderen Fallen ist der 
Unterschied weniger groB, aber doch meist in der gleichen Richtung. 
Immerhin miissen fiir die Beurteilung dieses Unterschiedes die Fehler- 
breite der Messungen und auch die Unsicherheiten in der Elektro- 
titrationskurve beriicksichtigt werden. 
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Tabelle 1. 


Ruheanaerobiose. 








x Pro g Muskel 
© 5, a . Sei i Spe e oe 
Nr. Datum ze 2 EZ Pu -s = = 
] 4 z ss ies 
o¢ Std %o co ue & 
1/15. 1/15) 1, 15 0,02 6,75 0 = 
2 15 4 15 0,02 6.75 2 27 0,13 
3/16. I.| 15 5% | 30, 0,02 645, 0,47 | 0,085 0,39 126 0.57 
4/17. I. | 15 28/4, 60; 0,02 | 6,15) 040 | 0,145 0,40 130 0,58 
5 15 4'/, | 60 0,02 615 0,58 0,135 0,58 170 0,77 


— 
rs 


30. XII. | 20 6 100 0,03 6,1 1,37 | 0,230 - 3007 


* Ohne Beriicksichtigung der Milchséurebildung. 
** Multipliziert mit ~.Retentionsfaktor*. 
+ Gilt fiir Maximum der Absorption, vgl. Abb. 1. 


Allgemein ist bei sehr hohen CO,-Drucken die Korrektur fiir die 
gleichzeitige Milchsiurebildung gering, weil diese hier stark gehemmt ist, 
wahrend, wie man schon aus der Tabelle I sieht, die Phosphagenspaltung 
gleichzeitig stark beschleunigt ist. Eine Reihe von Versuchen iiber die 
stiindliche Milchsaéurebildung in 100, 60 und 5°,, CQ, ist in Tabelle II 
vereinigt. 

Tabelle II. 


Milchsaurebildung bei verschiedenem px. Temperatur 20° 





Vien Mileh- Milch- 

2 CO, in Ne Molar she gl siure siure 

Nr. Datum 7A Pu dauer gebildet pro Std 
0, ‘ ; Std. 0 0 


0 1) 


1 Ss. &. 100 0,024 6,04 2 0.0093 0,0046 

4 0,038, 0,0095 
2 4,1. | 5 0,025 7.4 2 0,013 0,006 

4 0,038 0.0095 
3 37. 5 0,025 7,4 2 0,043 0,022 
6 0,086 0.014 
4 28. I. 100 0,024 6,04 2 0,008 0,004 
6 0,097 0.016 

5 4. I. 100 _ ca. 6,2 4 0,01 0,0025 
0 - ca. 7,4 4 0,021 0,005 

6 4. IT. 60 0,024 6,3 2 0,009 0.0045 
5 0,025 7,4 2 0,029 0,014 

7 5. II. 60 0,024 6,3 6 0,038 0.0064 
5 0,025 74 6 0,053 0,009 

7 Versuche: Durchschnitt bei 7.4 0.0114 

7 - E » | 6—63 0.0068 


In Tabelle III ist eine Versuchsserie mit 38°,, CO, in N, wieder- 
gegeben, wo die zur Milchséurebestimmung dienenden Gastrocnemien in 
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demselben Gasgemisch geschiittelt sind wie die zur manometrischen 
Messung und Phosphagenspaltung verwandten Sartorien. Die Muskeln, 
die zur Bestimmung der Anfangswerte dienten, wurden bis zum Beginn 
der Messung genau wie die Versuchsmuskeln behandelt. Die drei in 
Tabelle Il] wiedergegebenen Versuche ynterscheiden sich vor allem in 
der Versuchsdauer. Dabei ist fiir 2 und 3!. Stunden der Quotient 
Mol Phosphagenspaltung 

Mol Milchsaure 
er in CO,-freiem Stickstoff nur etwa 1,5 betragt. Nach dieser Zeit laBt 
aber die Phosphagenspaltung nach, wahrend die Milchsaurebildung 
6fters ansteigt. Tatsachlich ist in dem fiinfstiindigen Versuch Nr. 3 
Qp nur noch 3,5. Dementsprechend hat hier die CO,-Absorption schon 


L 
ihr Maximum iiberschritten. Die beiden letzten Spalten der Tabelle 


geben wieder die Differenz von reagierenden Base- und Saureaqui- 
valenten (wobei der Aquivalenzfaktor 0,64 fiir pa 6,33 benutzt 
ist), sowie im Vergleich dazu die gemessene Aufnmahme von CO,- 
Aquivalenten. Auch hier werden mehr Aquivalente absorbiert als 
die Rechnung ergibt, aber der Unterschied ist kleiner als oben, 
indem jedenfalls die CO,-Absorption nicht wesentlich die gebil- 
deten Basendquivalente tibersteigt. 





(Qr) ungefahr konstant und iiber 6, wahrend 
L 


Tabelle 111. 


Gleichzeitige Messung der CO,-Absorption, Phosphagenspaltung und 
Milchséurebildung in der Ruheanaerobiose. 38°, CO, in N,, 0,02 mol. 
Bicarbonat-Ringer-Phosphat (30 mg-°,, P), Aquivalenzfaktor 0,64, Tempera- 
tur 20°. Milchsaéurebestimmung an Gastrocnemien, CO,-Absorption und 


Phosphagenbestimmung an Sartorien. 





Pro g Muskel 





ve. | R0r | mn : 
Nr.|| Suchs- Phos- sac, | COs ab- - E 

dauer phagen sbilde sorbiert ci°% 

gespalten ®°Dldet ASeo” 

Std. mg mg emm = 
1 2 0,40 0,082 91 0,57 0,36 0,09 0,27 0,39 
2 34/, 0,70 0,135 158 0,99 0.64 0.15 0.49 0.71 
3 5 0,83 0.311 137 Be | 0,75 0.34 0.41 0.63 


2. Versuche in Sauerstoff. 


Wenn die Alkalisierung auf Kreatinphosphorsaurespaltung zu 
beziehen ist, so muB® sie in den Sauerstoff-Kohlensaure-Gemischen 
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ausbleiben oder mindestens bei hohen Kohlenséuredrucken erheblich 
geringer sein als in Stickstoff-Kohlensaure, weil die Spaltung nicht bzw. 
viel langsamer stattfindet. Das wird durch einen in Tabelle [V wieder- 
gegebenen Versuch bestatigt. In einem Gemisch von 80°, CO, und 
20°, Og, wo der Aquivalenzfaktor der Phosphagenspaltung 0,7 ist, wird 
nur etwa ein Vierte} so viel CO, absorbiert (nach Abzug der Atmungs- 
kohlenséure) wie in 100°,, COQ, (Aquivalenzfaktor 0,75) bei einer etwa 
ein Fiinftel so kleinen Spaltung des Phosphagens. 


Tabelle IV. 


CO,-Absorption und Phosphagenspaltung in 100°, CO, und Sauerstoff-CO, 
(80%, CO,). 





Pro g 





Se 
Ver- — as Loni Aquivalente 
suchs- : , COg es AQUI- Base K 10-5 
Datum cane Molar. Gasgemisch Pa ab- mS — co al 
NaHCO, sorbiert Eo faktor phagen 
Std. emm mg 


22.X1I.  31/, 0,05 109% COs, 6,14 235 1,1 0,93 0,75 0,98 


31/5 0,03 20% Og 6,25 86 0,38 019 0,7 02 
in COg 


Von noch gréBerem Interesse ist aber die Reaktionsanderung bei 
der oxydativen Restitution. Hier wird Kreatinphosphorsaure syntheti- 
siert, gleichzeitig schwindet Milchsaure, letztere aber viel langsamer. Be- 
reits in reinem Sauerstoff ist der Quotient om Senge qyatetinet 

Mol Milchséure geschwunden 
zu Beginn 5*. Ob durch Kohlensiure der oxydative Milchsiureschwund 
noch weiter verzégert wird, ist nicht untersucht worden, jedenfalls wird 
aber schon in 80°,, CO, und 20°, O, das Phosphagen verhaltnismabig 
rasch synthetisiert; in der Tat wird gleichzeitig Kohlensaure aus- 
getrieben, der Muskel also saurer. Dabei spielt die Atmungskohlensaure 
fiir die manometrische Messung keine Rolle, weil sie durch den Sauerstoff- 
verbrauch nahezu kompensiert wird. Die durch den Milchséureschwund 
freiwerdenden Baseniquivalente miissen natiirlich die Kohlensaureaus- 
treibung etwas verkleinern. Diese ist nun auch in der Tat geringer, als 
aus der Phosphagensynthese unter Benutzung des Aquivalenzfaktors 
berechnet wird. Hinzu kommt, daB in der Ausgleichsperiode nach 
Einleiten von Sauerstoff schon Kohlensaure absorbiert wird, aber fur die 
Messung verloren geht. 


* O. Meyerhof u. D. Nachmansohn, diese Zeitschr. 222, 1, 1930. 
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Zwei derartige Versuche sind in Tabelle V wiedergegeben und davon 
der zweite in Abb. 5 kurvenmaBig dargestellt. In diesem wurde nach 
3!, Stunden das N,-CO,-Gemisch durch ein O,-CO,-Gemisch von genau 
gleichem CO,-Gehalt ersetzt (62,5°,, CO,), um Ungenauigkeiten durch 
Lésungsanderungen der Kohlensiure im Muskel zu vermeiden. Da die 
Anderung der Gasfiillung im Thermostaten ohne Temperatur- 
schwankungen vorgenommen wurde, so konnte fiinf Minuten nach der 
Durchleitung des Sauerstoffgemisches mit der Messung begonnen werden. 


min CO, 
progMuskel  _» oh i 
0 ed > = 


S 





A bb. 5. 


Reaktionsénderung bei der Synthese von Kreatinphosphorsaure 
Die Abbildung entspricht Versuch 2 vom 5. Februar aus Tabelle V. Die gestrichelte Senkrechte 


bei 31/2 Stunden bezeichnet den Moment des Einleitens des 02/C O2-Gemisches, an Stelle des 





Nz CO,-Gemisches. © @ 5 Sartorien von zusammen 438.4 mg nach der Anaerobiose ver- 


arbeitet ; 0——©) die 5 symmetrischen Sartorien von 453,5 mg nach der Restitution verarbeitet. 





Wie man aus der Abb. 5 ersieht, hért die Kohlensaureaustreibung etwa 
nach einer halben Stunde (Dreiviertelstunde von Beginn der Sauerstoff- 
einleitung an) auf. In diesem Zeitabschnitt ist nur ein Teil des zer- 
fallenen Phosphagens resynthetisiert. 


Tabelle V. 
Syntheseversuche. 


a) Anaerobiose. 














Pro g Muskel Aquivalent 
co co Aquivalente Bz Os- 
Datum Dauer 2 Molar. a «2 Base neu- *hos- 
in Ne wWaH CO, Pu abeor- tralisiert phagen 
vert 10-3 guapelien 
Std. 0 emm (aus CO) ae 
22.X1I. 3 100 0.93 615 190 aan 7% Pe - 
5. I. 3% 625 0,02 615 108 049 060 O71 06 
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b) Restitution. 





Pro g Muskel Aquivalent 
Te . ’ , Aquivalente oO : ; 
Dauer Tempe- CO, Molar. py ©O2 ‘Sire auf- P; oe ene SS 
ratur in O02 yNaHco ausge- eae des synthe 7 Phosphagen 
-_ 3 trieben & —e tisiert | Faktor Synthese 
Std 0¢ Co emm (aus CO») mg 10 
1), 20 ~=80 0,03 6,25, 78 0,36 0,72 0,68 0,69 
l 15 62,5 0.02 6,15 35 0,16 0,23 = 0,71 0,23 


3. Anaerobe Reizung. 


Die Versuche wurden in zwei verschiedenen Anordnungen aus- 
gefiihrt, indem entweder in kurzen Perioden von drei bis vier Minuten 
rasch hintereinander gereizt wurde, meist mit Einzelinduktionsschlagen 
in drei Sekunden Abstand, und dann eine langere Ruheperiode ein- 
geschaltet wurde, um den Gang der Druckaénderung in den Reiz- und 

tuheperioden miteinander zu vergleichen; im anderen Fall wurde 

mittels einer Uhr iiber mehrere Stunden mit konstantem Intervall 
gereizt, und zwar in der Regel mit drei Einzelreizen pro Minute. Das 
Intervall von 20 Sekunden wurde gewahlt, damit der CO,-Ausgleich 
zwischen Muskel und Lésung wahrend der ganzen Reizperiode gleich- 
maBig vonstatten gehen konnte, so da die Druckanderung ein nur 
wenig verzerrtes Bild der gleichzeitigen Reaktionsinderung im Muskel 
ergab. 

Bei den Versuchen der ersten Kategorie wurden nur manometrische 
Messungen gemacht ohne chemische Verarbeitung. Das Protokoll eines 
derartigen Versuchs ist in Tabelle VI wiedergegeben. Ferner ist in 
Abb. 6 bis 9 der Verlauf bei verschiedenen Kohlenséuredrucken ver- 








zeichnet. 
mini CO, 
Prog 
+700 
Abb. 6. 
+ 80 a C O»o-Druckanderung bei 


Ruhe (a) u. Reizung (b) 
Ringer mit 0,03 mol. 
+ 60 a > —— Bicarbonat , 0.01 mol. 
Phosphat. Gasraum: No 
mit 0,35°/9 COs. Pu R.4 





#40 
Bei a wurde das erste 


4 Mal 3 Minuten, spiter 

+20 ee ee oe 4 Minuten lang in 3 Se- 
wee kunden Intervall mit 

— a Einzelschlaigen gereizt. 


qh 2r 




















Biochemische Zeitschrift Band 227. 7 








98 F. Lipmann u. O. Meyerhot: 


mm CQ> 
prog 
#40 





+20 

















-40 





Abb. 7. 
Gang der Druckanderung bei Ruhe (a) und Reizung (b) in 5/9 CO,2 in No. 
Ringer mit 0,03 mol. Bicarbonat und 0,01 mol. Phosphat, Pu 7.4. 
a Je 3 Minuten mit 3 Sekunden Reizabstand gereizt. 


mm* CO, 
prog jh 


] Gang der Druck- 

t a anderung in der Ruhe (a) 
one und Reizung (b) in 15° 
20+ 

C Og in Ng ohne 
Flissigkeit. 
40 


Abb. 8. 








Temperatur 15°. 


3 
/ Pu6.7. Bei A 4 bzw. 3 
und 3! , Minuten 


pF Reizung mit 3 Sekunden 
it Nie Intervall 


60 

















Abb. 9. 
Gang der Druckanderung in 100°/g CO, in Ringer mit 0,03 mol. Bicarbonat 
und 0,012 mol. Phosphat. py 6,1. 
Beim ersten ¥ 10 Minuten lang mit 15 Sekunden Intervall gereizt, von da an mit 3 Sekunden 
Intervall je 3 bzw. 5 Minuten. 
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Tabelle VI. 


Protokoll eines Reizversuchs, Millimeter abgelesene Druckianderung, 
15°, CO,-N,, Muskel ohne Flissigkeit. 





Ruhegefab Reizgefab Reizperioden 
Zeit Sartorius 75,5 mg Sartorius 75 mg Reizung 4V RA 7 
Koo, = 0,403 Keo, = 0,341 20 Reize pro Min. 

2h 30’ 0 0 
2 35 - 0,8 08 2h 36’ bis 240’ 
2 42 — 0,6 5,0 
2 45 — 05 6,5 
2 50 — 0,1 7,5 2551’ bis 2554’ 
2 55 0 — 12,9 
8 00 —1 — 14,5 3h O01’ bis 3h 04' 
3 10 —1 17,4 

3 15 —1 15,3 34 161/, bis 38207 
8 25 —1 — 96 


Die Versuche fanden teils an frei im Gasraum hangenden Muskeln, 
teils in Ringer-Bicarbonatlésung statt. Das pa der vier in den 
Abbildungen wiedergegebenen Versuche war 8,5; 7,4; 6,7; 6,1. Bei 
demselben py wurde auch die Druckanderung in der Ruhe bestimmt. 
Bei px 8,5 beginnt die CO,-Austreibung schon mit der ersten Reizperiode, 
ohne daB vorher CO, aufgenommen wurde, doch nimmt die Steilheit der 
Druckinderung bei den folgenden Reizperioden noch zu. Bei py 7,4 
tritt dagegen nach den zwei ersten Reizperioden eine deutliche, wenn 
auch nicht starke Alkalisierung auf, nach der dritten bereits eine 
Sauerung. Bei py 6,7 findet eine erheblich starkere Alkalisierung nach 
den drei ersten Reizperioden statt und von der vierten an eine Séiuerung. 
Bei pu 6,1 (100°, CO,, 0,03 mol. Bicarbonat), wo die Reizperioden etwas 
anders angeordnet waren, aber annahernd die gleiche Reizzahl enthielten 
wie in den anderen Versuchen, ist schon eine starke Alkalisierung in der 
Ruhe vorhanden, die aber wahrend der Reizperioden deutlich verstarkt 
wird. Hier findet die Alkalisierung waihrend der ersten vier Reizperioden 
statt, in den folgenden wird dagegen die spontane CO,-Abgabe ebenfalls 
durch die Reizung verstirkt. Es folgt daraus, daB die Reaktions- 
anderung des ganzen Muskels bei der Tatigkeit je nach dem gegebenen 
pu und dem Ermiidungsgrad nicht nur in ihrem Ausma® sondern sogar in 
ihrer Richtung variiert, und zwar bei angenahert gleicher Zuckungszahl 
und -gréBe. 


Bei mehrstiindiger Reizung mittels Einzelinduktionsschlagen und 
Einhaltung eines konstanten Intervalls von 20 Sekunden wahrend der 
ganzen Versuchsdauer wurde zunichst eine Reihe manometrischer 
Messungen bei verschiedenen Kohlensiuredrucken mit Muskeln in 
Bicarbonat-Ringer-Lésung gemacht unter méglichst gleichartigen Ver- 
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haltnissen. Diese wurden zu einer Kurvenschar vereinigt, welche in 
Abb. 10 wiedergegeben ist. Man sieht hier, dab bei dem hochsten 
pu von 7,93 die Reaktion wahrend der ersten dreiviertel Stunden 
praktisch konstant bleibt und héchstens spurenweise CO, aufgenommen 
wird, woran sich dann eine Sauerung anschlieBt. In allen anderen 
Fallen findet zunachst eine Alkalisierung statt, und zwar um so starker, 
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Abb. 10. 


In allen Fallen 3mal pro Minute gereizt. Zusammensetzung der Lisungen: 





Mol. Ct do 

NaHCO, oj, Pu 

I. 0,02 1,1 7,93 
Il. 0,02 5,0 7,23 
Ill. 0,02 7,9 6.97 
IV. 0,02 16,2 6,75 
Vv. 0.02 34.5 645 
VI. 0,02 715 6.07 


je niedriger das py liegt; auch tritt dann der Umkehrpunkt immer 
spater ein. Nimmt man an, daB die GréBe der Milchsadurebildung und 
Phosphagenspaltung bei der Reizung vom CO,-Druck ziemlich unab- 
hangig sind, was fiir die Milchsiure aus Kontrollmessungen des iso- 
metrischen Koeffizienten hervorgeht, sowie auch aus der nicht sehr 
verschiedenen Neigung des ansteigenden zweiten Kurvenastes folgt, 
so kann man die Neigung des absteigenden Kurvenastes mit dem 
Aquivalenzfaktor fiir die Phosphagenspaltung direkt in Beziehung setzen. 
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In Abb. 11 sind die Tangenten des Neigungswinkels fiir den geraden 
Teil der absteigenden Kurve in Abhangigkeit vom py aufgetragen. 
Der Mabstab der Ordinate ist natiirlich willkiirlich, da er vom MaBstab 
der gezeichneten Kurven abhingt. Man sieht aber die Ahnlichkeit 
dieser Kurve der Tangentenwerte mit der Kurve des Aquivalenzfaktors 
fiir denselben pa-Bereich. Dies ist ein weiteres Argument zugunsten der 
Annahme, da die Phosphagenspaltung den Verlauf der Kohlensiure- 
aufnahme bestimmt. 
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Abb. 11 
Tangenten des Neigungswinkels (@) der Kurven von Abb. 10 im geraden absteigenden Ast 


derselben, in Abhangigkeit vom py. 


SchlieBlich wurde in einigen weiteren Reizversuchen der mano- 
metrisch bestimmte Saure-Basen-Umsatz mit dem chemischen ver- 
glichen. Um hier Milchséurebildung, Phosphagenspaltung und Kohlen- 
siureabsorption gleichzeitig zu messen, wurden je zwei symmetrische 
Sartorien in zwei ManometergefaBe eingefiillt und die Druckinderung 
verfolgt. Der Versuch wurde genau in dem Zeitpunkt abgebrochen, 
wo die in der ersten Reizperiode erfolgende CO,-Bindung durch die in 
der zweiten Reizperiode erfolgende CO,-Austreibung kompensiert war, 
und der Muskel daher gerade seinen Anfangsgehalt an gebundenem 
CO, erreicht hatte. Hier muB also die zunachst entstandene iiberschiissige 
Base durch die spater tiberschiissig gebildete Saure neutralisiert und der 
Muskel auf sein Anfangs-py zuriickgekehrt sein. Diese Anordnung 
bietet den Vorteil, daB man eine Retention nicht zu _ beriicksichtigen 
braucht und daB bei der Berechnung die gebildete Milchséiure der aus 
Phosphagenspaltung und Ammoniakbildung entstandenen Basenmenge 
aquivalent sein muB. In der Tat ist dies genau der Fall, wie die Versuche 
der Tabelle VII zeigen. 
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Tabelle VII. 


Manometrisch und chemisch bestimmtes Basen-Siure-Gleichgewicht bei der 


anaeroben Reizung. 0,02 mol. Na HCO,. 





Zahl der 





hk : Zuckungen (3 mal 
: ' VO. in Muskel Milch- Phos- i hn 
Nr./| Datum (CO; in N; Pu verarbeitet siure phagen pro Min.) bis 
zum Ordinaten- 
09 mg pro g | mg pro g nullpunkt 
1 | 11. I. 15 6,8 | Arbeit . . 0,98 0,33 210 
Ruhe .. 0,45 1,35 
Differenz . 0,53 1,02 
2 | 18. III. 34,5 6,5 | Arbeit .. 1,14 0,39 450 
Ruhe . . 0,52 0,96 
Differenz . 0,62 0,66 
Berechnung. 
Aquivalent Mol. Phos- a Aquivalent Aquivalent 
Nr. Siure phagen ae reagierender Base gebildet 
(Milchs&ure) gespalten : Base gebildet | aus Ammoniak 
1 0,59 . 10-5 1,44. 10 0,36 0,50 . 10-5 (0,06 . 10) 
2 0,69 . 10-5 0,93 . 10-5 0,6 0,56 . 10-5 (0,07 . 10-®) 


Man sieht, daB bei dem héheren Kohlensauredruck die Abszissen- 
achse erst nach einer gréBeren Zuckungszahl iiberschritten wird, was viel- 
leicht auf der geringeren Zuckungsgr6Be beruht. Die Phosphagenspalt ung 
ist sogar bei dem niederen Kohlensauredruck gréBer, der Aquivalenz- 
faktor aber viel kleiner, so da®B eine kleinere Zahl reagierender Basen- 
aiquivalente zur Verfiigung steht. Dem entspricht die etwas kleinere 
Milchsaiurebildung. In der letzten Spalte ist noch die durch Ammoniak- 
bildung entstehende Base berechnet, nachdem ein Kontrollversuch mit 
60°, CO, in N, ergeben hatte, daB hier nicht deutlich mehr NH, 
entsteht als in reinem Stickstoff, und dies ist etwa ein Zehntel Aquivalent 
der gleichzeitig entstehenden Milchséiure. Zahlen wir das gebildete 
Ammoniak zu den Basenaéquivalenten voll hinzu, unter Absehen von 
einer etwaigen Pyrophosphatspaltung, so erhéht sich die Zahl der 
Basenaquivalente noch um etwa 10°, und stimmt dann genau mit den 
gebildeten Milchsiureaquivalenten iiberein. 


In dem oben erwaihnten Kontrollversuch in 60°, CO, wurden bei 
300 Reizen pro Gramm Muskel 214 cmm CO, absorbiert und gleichzeitig 
17 y NH, = 0,12 . 10~° Basenaquivalente gebildet. Dies ist nur etwa ein 
Zehntel der tatsichlich aufgenommenen C O,-Aquivalente von 0,97 . 10—°. 
Es folgt daraus, daB auch bei den héchsten Kohlensiuredrucken die 
Alkalisierung durch Ammoniak fiir die Berechnung keine bedeutende 
Rolle spielt, aber doch fiir den oft beobachteten Uberschu8 der mano- 
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metrisch gemessenen tiber die aus der Phosphagenspaltung stammenden 
Basenaquivalente mit verantwortlich gemacht werden kann. 


4. Versuche an Jodessigsdure-Muskeln. 

Da Sartorien, die von jodessigsiurevergifteten Fréschen ab- 
prapariert sind, leicht friihzeitig in Starre geraten, vergifteten wir meist 
die Muskeln durch Einlegen in die Lésung, wie in der voranstehenden 
Arbeit von Lundsgaard beschrieben ist. Die Sartorien wurden dafiir in 
Ringer-Phosphat (10 mg-°,, P) mit 1: 20000 Monojodessigsiure eine 
Stunde bei 15° im Thermostaten gehalten, und zwar unter Schiittelung 
mit Sauerstoff. In der letzten Viertelstunde wurde der Sauerstoff durch 
ein O,-CO,-Gemisch ersetzt von demselben CO,-Druck, wie er nachher 
im Versuch benutzt werden sollte, um bereits vorher einen anndhernden 
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prog Muske/ 








-160} 








| arp Min.gereizt 
7 2 I 4 





9 
Sartorien aus monojodessigséure — sc in 34,59/9 COg — No ohne Lisung. 
I: Reizmuskel. I]: Ruhemuskel. I: 45 Minuten lang 4mal pro Minute gereizt. 
Ausgleich der Kohlensaure herbeizufiihren. Dann wurden die Muskeln 
in die ManometergeféBe gebracht, die mit Stickstoff-Kohlensaure- 
Gemisch gefiillt wurden. Der fiir die Reizung dienende Muskel wurde, 
ohne ihn anzubinden, auf die mit den Zuleitungsdrahten verbundenen 
feinen Platindrihte gelegt, um alle Schadigung durch das Anbinden zu 
vermeiden. Nachdem der Gasausgleich hergestellt war, was man daran 
erkannte, daB jetzt eine mit der Zeit proportionale Absorption erfolgte, 
wurde der eine Muskel als Ruhemuskel verarbeitet, der andere durch 
einen Tetanus von 20 Sekunden voéllig ersch6pft und nunmehr gewartet, 


bis keine Druckabnahme mehr stattfand, was 1 bis 1! Stunden nach der 
Reizung eintrat. Im Versuch vom 17. Juli, Tabelle VIII, wurde der eine 
Muskel verarbeitet, als die Absorption konstant geworden war, der 
andere blieb ungereizt etwa 1! Stunden im Manometer, bis die Ab- 
sorption aufhérte. Nach dieser Zeit war die vorhandene Kreatin- 
phosphorsaure bis auf einen kleinen Rest zerfallen. In Abb. 12 ist ein 








104 F. Lipmann u. O. Meyerhot : 


Versuch ohne chemische Verarbeit ung wiedergegeben, wo ausnahmsweise 
die Sartorien eines vorher vergifteten Frosches verwendet sind. Man 
sieht, da hier in 34,5°,, CO, sowohl bei Ruhe wie bei Reizung eine 
Alkalisierung eintritt, im letzteren Fall jedoch viel schneller, daB aber 
beide Male der gleiche Endwert der Absorption erreicht wird. Von 
besonderer Wichtigkeit ist nun, daB dieser Endwert der Alkalisierung 
bestehen bleibt, es gibt also keinen saurebildenden ProzeB, der im 
Fortschreiten der Ermiidung allmahlich iiberwiegt. 

Nach den Befunden Lundsgaards! findet in derart vergifteten 
Muskeln ein beschleunigter Phosphagenzerfal! statt bei aufgehobener 
Milchsaurebildung, sowie ein allmahlicher Zerfall der Adenylpyro- 
phosphorsdure unter Abspaltung von Ammoniak und Phosphat und 
schlieBlich eine Wieder veresterung des gesamten frei werdenden Phosphats 
zu Hexosediphosphorsaure. Auch hier, wo im wesentlichen Basen- 
aiquivalente entstehen, wurden die manometrisch gemessenen mit den 
chemisch bestimmten Aquivalenten in einer Reihe von Versuchen 
verglichen. Dazu bedarf es der Kenntnis der Aquivalenzfaktoren fiir die 
verschiedenen obengenannten Umsitze und ferner der Kenntnis der 
Pufferkapazitat des Muskels, da die Versuche im freien Gasraum statt- 
fanden. 

Der Aquivalenzfaktor fiir die Bildung der Harden- Young-Saure 
ergibt sich aus der Elektrotitrationskurve? zwischen py 7,15 und 6,4 zu 
0,25 Saureiquivalenten. Nun ist bei héheren CO,-Drucken die Ver- 
esterung sehr verkleinert, die hieraus stammenden reagierenden 
Saureaquivalente machen im ganzen etwa 20°, der reagierenden 
Baseniquivalente des Phosphagens aus. Fiir die Adenylpyrophosphor- 
siure entnehmen wir den Aquivalenzfaktor der (bisher unveréffent- 
lichten) Titrationskurve von K. Lohmann, wobei fiir die Abspaltung von 
Ammoniak ein volles Basenaiquivalent gerechnet wird, dagegen der 
Aquivalenzfaktor fiir 2 mol. abgespaltene Phosphorsaure bei py 6,4 nur 
0,5 Saureadquivalente betrigt, bei 7,15 aber 1 Séureaquivalent. SchlieBb- 
lich ergibt sich die ,,Retention’‘ des Muskels bei 60° CO, zu 5", bei 
4°, CO, zu 25°, der aufgenommenen Kohlensiure. Auf Grund dieser 
Daten ist die Tabelle VIII berechnet. 

Die Ubereinstimmung zwischen dem manometrisch gemessenen und 
aus dem chemischen Umsatz bestimmten Uberschu8 an Basenaqui- 
valenten ist hier noch besser als bei den Versuchen mit gleichzeitiger 
Milchsaurebildung. Bei neutraler Reaktion findet, wie man aus Versuch 5 
sieht, so gut wie keine Reaktionsverschiebung statt, indem die Alkali- 
sierung bei der Phosphagenspaltung durch die Veresterung wieder 


1 BE. Lundsgaard: vgi. die voranstehende Arbeit. 
2 O. Meyerhof u. J. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 427, 1926. 


Tabelle VIII. Manometrisch und chemisch bestimmte Anderung des Siiure- 








Basen-Gleichgewichts bei Jodessigsiure-Muskeln 
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rickgangig gemacht wird und sich beim Zerfall der Adenylpyrophosphor- 
siure die Alkalisierung durch die Ammoniakbildung und die Sauerung 
durch die Phosphatabspaltung genau kompensieren. Bei héheren 
CO,-Drucken tritt dagegen eine betriachtliche Alkalisierung auf, die 
absolut gerechnet gr6éBer ist als im normalen Muskel fiir dasselbe px, 
trotzdem ja die vergifteten Muskeln sehr viel weniger Arbeit leisten 
kénnen. Bei py 6,4 liegt der Umkehrpunkt in unvergifteten Muskeln 
(vgl. Abb. 10) Kurve 5, bei 160emm CQ, pro Gramm Muskel. Hier werden 
dagegen 210 bis 280 emm CO, aufgenommen. Dab die Phosphagen- 
spaltung dis Kohlensiureaufnahme zur Hauptsache bestimmt, sieht man 
aus dem Vergleich der entsprechenden Spalten fiir die reagierenden 
Basenadquivalente des Phosphagens und fiir die CO,-Aquivalente. 
Andererseits 1aBt sich aber auch erkennen, daB die anderen Vorgange 
mitbeteiligt sind, denn in Versuch 4 sind z. B. die aufgenommenen 
(O,-Aquivalente kleiner als in den Versuchen 1 und 2, obwohl mehr 
Phosphagen gespalten ist. Dabei ist aber auch die Veresterung sehr groB 
und in den beiden anderen Fallen gering. Dies hat zur Folge, daf die 
berechnete Alkalisierung tatsachlich in demselben Mabe verkleinert wird, 
wie manometrisch gemessen ist. Ferner tritt bei hGherem Kohlensaure- 
druck auch eine gewisse Vermehrung der Basenaquivalente durch den 
Totalzerfall der Adenylpyrophosphorsaure ein, denn wie in der vor- 
stehenden Arbeit von Lundsgaard gezeigt ist, wird hier ebensoviel 
mol. Ammoniak gebildet als mol Pyrophosphat zerfallt. Die Versuche an 
jodessigsiurevergifteten Muskeln  stiitzen also in hervorragendem 
MaBe die Annahme, daB die Alkalisierung beherrscht wird durch den 
Zerfall der Kreatinphosphorsaure. 


Diskussion. 

Die vorliegenden Befunde miissen nach zwei Seiten betrachtet 
werden: Erstens in bezug auf die der Reaktionsverschiebung zugrunde 
liegenden Prozesse, zweitens in bezug auf die Bedeutung, die man ihr fiir 
die Tatigkeit des Muskels zuschreiben soll. Nach den vorstehenden 
Versuchen kann es keinem Zweifel unterliegen, daB die jeweils auf- 
tretende Reaktionsverschiebung im wesentlichen die Resultante aus 
Phosphagenspaltung und Milchsaéurebildung ist. Dies erklart angenahert 
quantitativ den Verlauf der CO,-Bindung und -Abgabe bei verschiedenen 
CO,-Drucken und verse! iedenen Ermiidungsgraden. Fiir den Punkt, 
wo der Ordinatenwert Null der Druckanderung wieder erreicht wird, 
also gleichviel Basen- und Saureaquivalente gebildet sein miissen, ist 
die Uhereinstimmung zwischen Rechnung und Versuch sehr be- 
friedigend. Noch genauer wird sie, wenn man die Abspaltung des 
Ammoniaks mit in Betracht zieht, und zwar in dem Umfang, wie 


sie von Parnas und von Nachmansohn gefunden ist, zu annaihernd 
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1/10 Milchsaureaquivalent (entgegengerichtete kleine Korrekturen fiir 
die Aufspaltung des Pyrophosphats und etwaige Veresterung sind ver- 
nachlassigt.) 

Ein entscheidendes Argument fiir die gegebene Erklarung stellen 
die Versuche nach Jodessigsiure-Vergiftung dar. Bei Fehlen der Milch- 
sdurebildung geht hier die Reaktionsverschiebung unverandert nach 
einer Richtung und hért nach der Starre auf. Bei Beriicksichtigung der 
Veresterung und der Aufspaltung des Adenylpyrophosphats ergibt sich 
wiederum eine vorziigliche Ubereinstimmung der chemischen und 
manometrischen Bestimmungen. Daraus folgt, daB auBer den genannten 
keine anderen, Saure oder Base im UberschuB bildenden Prozesse bei der 
Muskelermiidung in der Bilanz von Bedeutung sein kénnen, wobei 
etwaige Reaktionen, die schon innerhalb der einzelnen Kontraktion oder 
unmittelbar nach ihr riickgingig gemacht werden, aubBer Betracht 
bleiben. Den Hauptgewinn dieser Versuche sehen wir in der Feststellung, 
daB die Spaltung der Kreatinphosphorsiure im lJebenden Muskel 
wirklich in dem analytisch bestimmten Umfang stattfindet und daB die 
Reaktionsverschiebung dabei so ist, wie man sie nach der Titrations- 
kurve der gelésten Verbindung erwarten muB. Dies gilt natiirlich nur 
mit annahernder Genauigkeit: meist wird die manometrisch bestimmte 
Alkalisierung etwas zu groB gefunden. Mag dies nun an Unvollkommen- 
heiten der verschiedenen Messungen, insbesondere der Titrationskurve 
selbst liegen oder mag man es auch fiir méglich halten, daB noch andere 
Baseniquivalente in geringer Zahl frei werden oder da® doch der 
Alkalisierungseffekt bei der Spaltung im Muskel etwas gr6Ber ist als bei 
dem gelésten Phosphagen, jedenfalls sind die vorliegenden Abweichungen 
zu klein, um einen wesentlichen Einwand zu _ bilden. 

Von besonderem Interesse sind die Versuche im Hinblick auf die 
friiher erérterte Méglichkeit, daB die Bildung des H-lons eine Rolle im 
Kontraktionsablauf spielen kénnte, z. B. durch die Entionisierung von 
Protein!. Da als einzige H-Ion liefernde Substanz, die wahrend der 
Ermiidung des Muskels entsteht, bisher die Milchséure bekannt ist, 
so mub diese Hypothese schon deshalb fallen gelassen werden, weil, 
wie die Versuche Lundsgaards und die anschlieBenden des einen von uns* 
zeigen, eine Kontraktion bei normaler Arbeitsleistung auch ohne 
Milchséurebildung méglich ist. Man muB ferner auf die notwendige 
Beteiligung der Entionisierung fiir die Energiebilanz der einzelnen 
Kontraktion verzichten, wenn die Reaktion sich im ganzen nach der 
alkalischen Seite verschieben kann (fiir die Energiebilanz der totalen 
Ermiidung kommt sie in Betracht wegen der im ganzen stark itiber- 


! Vgl. z. B. O. Meyerhof, Handbuch der Physiologie von Bethe, VIII, 1, 
S. 476 (1924). 
2 F. Lipmann, diese Zeitschr, 227, 110, 1930. 
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wiegenden Sauerung). Wenn auch die Reaktionsverschiebung des ganzen 
Muskels im Gefolge der Tatigkeit unmittelbar nichts dariiber cussagt, 
was im Moment der Kontraktion an den Verkiirzungsorten geschieht, 
so stellt doch das Ergebnis der vorliegenden Versuche ein Argument 
gegen die Annahme dar, daB iiberhaupt Auftreten und Verschwinden von 
H oder OH’ fiir den Kontraktionsablauf von Bedeutung ist. Wenn die 
die Verktirzung veranlassende Verinderung im Moment der Erschlaffung 
annihernd wieder riickgangig gemacht wird eine Voraussetzung fiir 
jede verniinftige Kontraktionstheorie, gegen die aber trotzdem dauernd 
verstoBben wird —, so miiBte es bei Beteiligung von H-lon fiir den 
Ablanf der Kontraktion wesentlich sein, ob die Reaktion nachher die 
gleiche ist wie vorher oder mehv oder weniger nach einer Seite ver- 
schoben ist. Tatsachlich ist es aber, wie sich ergibt, unwesentlich. 
Es ist vielmehr nur von dem Ausgangs-py und dem Ermiidungsgrad 
abhingig, ob sich die Reaktion nach der sauren oder der alkalischen 
Seite verschiebt. Bei den Jodessigsiure-Muskeln fehlt uns sogar die 
Kenntnis einer Reaktion, die, sei es fiir Verkiirzung oder Erschlaffung, 
H-lon liefern kénnte, zumal die in gewissem Mabe séurebildende Ver- 
esterung erst nach Ablauf einer Reihe von Kontraktionen erfolgt. 
Diese Uberlegungen sprechen in genau gleichem Mabe gegen die Rolle 
des H’ wie OH’. Nach Embden soll es ,,heute kaum noch einem Zweifel 
unterliegen, daB im Kontraktionsaugenblick eine Reaktionsverschiebung 
nach der alkalischen Seite eintritt’, und hierbei soll speziell in der 
Ammoniakbildung die ,,unmittelbare Ursache der Kontraktion’* zu 
erblicken sein!. Wir brauchen diese Vorstellung hier nicht im einzelnen 
zu diskutieren. Nach Embdens eigenen Versuchen? soll die Ammoniak- 
bildung im Verhaltnis zur Muskelarbeit auBerordentlich schwanken und 
sowohl bei Muskeln, die waihrend der Kontraktion gefroren sind wie 
nachher, gelegentlich ganz vermibt werden. Aber jedenfalls sprechen die 
vorliegenden Versuche in gleicher Weise gegen eine Abnahme wie eine 
Zunahme von H-lon als kontraktionsauslésender Ursache. 


Da die gemessene Alkalisierung zur Hauptsache durch den Phos- 
phagenzerfall verursacht wird und daher innerhalb der physiologischen 
Schwankungen des Kohlenséuredrucks stark variiert, so erscheint es, 
gerade wenn diesem Spaltungsvorgang eine besondere Bedeutung fiir die 
Kontraktion zukommen sollte, ausgeschlossen, daB eine durch auBbere 
Umstiinde so stark verinderliche Wirkung dieser Spaltung fiir den immer 
in gleicher Weise auftretenden Verkiirzungsvorgang eine Rolle spielen 
kénnte. Es ergibt sich also im ganzen aus diesen Versuchen ein Argument 


' Klin. Wochenschr. 9, 1339, 1930. 
* Zeit schr. Physiol. Chem. 179, 149, 1928, insbesondere S. 156, ferner 
S. ISL. 
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gegen die von verschiedenen Seiten und so auch von einem von uns 
(O. Meyerhof) lange vertretene Ansicht, das eine Reaktionsverschiebung 
an den Verkiirzungsorten gleichgiiltig in welcher Richtung am 
Kontraktionsvorgang beteiligt sein kénnte. 

Durch die verschieden beeinfluBbaren gegensinnigen pu-Anderungen 
bei der Milchséurebildung und Phosphagenspaltung wird eine eigentiim- 
liche ,.,Regulation’’ im Sinne der Aufrechterhaltung der neutralen 
Reaktion veranlabt, die besonders fiir eine kurze Ruheanaerobiose sehr 
deutlich ist. Steigt der Kohlensduredruck an, so wird nicht nur der 
Alkalisierungseffekt pro mol. gespaltenen Phosphagens gréBer, sondern 
es wird auch viel mehr davon gespalten, waihrend die Milchsaurebildung 
gehemmt wird. Die Folge ist eine relativ starke Verschiebung nach der 
alkalischen Seite, die die primire pu-Anderung zum Teil kompensiert. 
Sinkt der CO,-Druck unter die Norm, so findet das Umgekehrte statt, 
der Alkalisierungseffekt pro mol. Phosphagenspaltung wird sehr klein, 
die Spaltung selbst wird gehemmt, gleichzeitig aber die Milchsaure- 
bildung erhéht, wie schon aus alteren Versuchen hervorgeht. Die 
Folge ist eine Verschiebung der Reaktion nach der sauren Seite. 
Wie weit dieses Moment, das bei nicht sehr erheblicher Tatigkeit noch 
verstarkt wird, irgendwie von Bedeutung ist, lassen wir dahingestellt. 
Bemerkenswert ist ferner, daB bei mittlerem CO,-Druck, wie er im 
ruhenden Muskel des lebenden Frosches zu herrschen scheint, bei 
20 bis 40 mm Hg (2,5 bis 5°, CO,) und einem py von 7,4 die Reaktion im 
Anfang der anaeroben Tatigkeit nahezu konstant bleibt. Dies ist sogar 
auch noch fiir den jodessigsiurevergifteten Muskel der Fall, der bei 
héherem CQO,-Druck so viel Basendiquivalente entwickelt. 


Zusammenfassung. 

Es wird durch eine manometrische Methode gezeigt, da} der Muskel 
unter anaeroben Bedingungen seine Reaktion so andert, wie és durch die 
Spaltung der Kreatinphosphorsaiure einerseits und Milchsiurebildung 
andererseits bedingt ist, eventuell kommen  hierzu noch geringe 
Kinfliisse der Ammoniakbildung, Veresterung usw. Dadureh wird bei 
héheren Kohlensauredrucken im ersten Teil der anaeroben Ermiidung 
eine allmahliche Alkalisierung hervorgerufen, die spiter in eine Siuerung 
iibergeht. Bei jodessigsiurevergifteten Muskeln kommt es nur zu einer 
Alkalisierung und zu einem Stillstand im Maximum derselben. Sowohl 
in normalen wie in vergifteten Muskeln stimmt die auf chemischem 
Wege festgestellte Anderung des Siure-Basen-Gleichgewichts mit der 
aus der Anderung des CO,-Druckes berechneten genau iiberein. Dies 
zeigt, daB die Faktoren, die die Reaktionsinderung bei der anaeroben 


Tatigkeit bedingen, uns zur Hauptsache bekannt sind. 





Uber den Titigkeitsstoffwechsel des fluoridvergifteten Muskels, 


Von 
F. Lipmann. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie im Kaiser Wilhelm-Institut fiir medi- 
zinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 8. August 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es ist von Lundsgaard! gezeigt worden, dal Muskeln, in denen 
die Milchséurebildung durch Vergiftung mit Monojodessigsiure auf- 
gehoben ist, Kontraktionen ausfiihren kénnen und da wahrend und 
nach Ablauf einer solchen Kontraktionsreihe eigentiimliche Ver- 
anderungen im Phosphatstoffwechsel bemerkbar werden. 

Schon lange ist bekannt, daB Fluorid in kleinen Konzentrationen 
Garung und Glykolyse hemmt?. Gelingt es, Muskeln mit Fluorid in 
geniigender Konzentration zu vergiften, ohne daB ihre Kontraktions- 
fahigkeit verloren geht, so ist zu erwarten, daB auch hier eine Kon- 
traktion ohne Milchsaurebildung gefunden werden kann. Aus Aalteren 
Versuchen® geht hervor, dab Injektion von Fluorid bei Fréschen 
zunachst fibrillare Zuckungen, dann Muskelstarre hervorruft. Diese 
Starre ist, wie ich feststellen konnte, nach Verlauf und Entstehung 
auBerst ahnlich der Monojodessigséurestarre. Durchtrennt man namlich 
vor der Injektion den Fréschen die Lumbalnerven, so tritt hier die 
Starre nur an den Vorderextremitaten auf. Die Hinterextremitaten 
bleiben erregbar und werden erst nach Ausfiihrung einer Reihe von 
Kontraktionen starr. 

Ich habe den Stoffwechsel der Muskeln fluoridvergifteter Frésche 
bei der Arbeit untersucht. Es zeigte sich bald, daB eine Vergiftung der 
Muskeln mit Fluorid in geniigender Konzentration nicht immer gelingt. 
Ich verwendete ausschlieBlich Temporarien, da sie geeigneter fiir diese 


1 BE. Lundsgaard, diese Zeitschr. 217, 162, 1930 und 227, 


51, 19380. 
2 Siehe die Literatur bei F. Lipmann, ebendaselbst 196, 3, 


1928. 


3 Tappeiner, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 25, 203; 27, 218, zitiert 
nach Heffier, Handbuch der Pharmakologie III, 1, 8. 283. 
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Versuche sind als Eskulenten. Die Schwierigkeit besteht darin, die 
Vergiftung so einzurichten, daB das Herz zuletzt vergiftet wird. Die 
Glykolyse der zerschnittenen Muskulatur wird durch Fluorid komplett 
zwischen 0,005 und 0,01 mol. gehemmt. Es wurde, auf das Gesamt- 
gewicht des Frosches bezogen, soviel eingespritzt, daB die Konzentration 
etwa 0,025 mol. war. Um die Konzentration nirgends zu hoch werden zu 
lassen, wurden kleinere Mengen von 0,2 mol. Lésung in die verschiedenen 
Lymphsicke verteilt. Fir die Arbeitsversuche wurden den Fréschen 
nach den Angaben von Lundsgaard in Urethannarkose beiderseitig 
die Lumbalnerven dlurchschnitten. 


Das genauere Verfahren geht aus folgendem Protokoll hervor: 

1. Mai. Mannlicher Frosch, Gewicht 44 g. Beiderseitige Durchtrennung der 

Lumbalnerven vom Bauch aus in Urethannarkose. 

2. Mai. 11 Uhr 20 Minuten. Injektion: 1,5 cem 0,2 mol. NaFkF-Loésung in 
Riickenlymphsack; 1,0 cem 0,2 mol. NaF-Lésung in rechten 
Oberschenkellymphsack; 1,0 cem 0,2. mol. Nak-Losung in 
linken Oberschenkellymphsack. 

11 Uhr 50 Minuten.  Fibrillare Zuckungen. Injektion: 1,5 cem 
0,2 mol. NaF-Lésung in Riickenlymphsack. 

12 Uhr 15 Minuten. Authéren der fibrillaren Zuckung: triage Be- 
wegungen. Injektion: 1,0 cem 0,2 mol. Na F-Lésung in Riicken 
Ivmphsack. 

12 Uhr 35 Minuten. Vorderbeine starr; Cornealretlex 

12 Uhr 40 Minuten. In Eis gelegt, Gastrocnemien prapariert. 


Geniigende Vergiftung ist nur dann zu erwarten, wenn nach 1! , bis 
1'., Stunden eine kraftige Starre der Vorderextremitaten aufgetreten ist. 

Die so vergifteten Muskeln sind schlecht erregbar. Dies ist sehr 
wahrscheinlich auf die Ca-fallende Eigenschaft des Fluorions zuriick- 
zufiihren. Von Duliére! wurde gezeigt, daB mit Ca-freier Ringerlésung 
durchstrémte Muskeln bei nicht zu langer Durchstr6mungsdauer 
reversibel unerregbar werden. Er fand, und das ist fiir die Deutung 
der mitzuteilenden Versuche wichtig, daB Ca-Entzug keine gesteigerte 
Phosphagenspaltung zur Folge hat, und dies sowie die Reversibilitat 
der Unerregbarkeit dabei laBt ausschlieBen, daB Ca-Entzug die im 
folgenden mitgeteilte Anderung des Muskelstoffwechsels bewirkte. 

Die Muskeln, die auf Einzelreize nur schlecht reagierten, wurden 
am Spannungshebel tetanisch gereizt. Sie konnten, sofort nach dem 
Auspraparieren verwendet, nach kurzem Durchleiten von Stickstoff 
vier 2-Sekunden-Tetani mit abnehmender Spannung ausftihren und 
wurden dann starr (vgl. Abb. 1). Fiinf derartige Versuche sind in 


Tabelle I vereinigt. 


1 Duliére, Compt. rend. Biol. 98, 1252, 1928. 
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Tabelle I. 


Milchsaurebestimmungen nach Arbeitsleistung. 





Nr. Datum 


1930 
1 24. IV 
2 | 24. IV 
3 24. 1) 
4 28. IV. 
5 | 2. V 


Die Tabelle I zeigt, 
noch nicht geniigender Vergiftung 


Ver- 
wendeter 
Muskel 


Ruhe 
Arbeit 
Ruhe 
Arbeit 
Ruhe 
Arbeit 
Ruhe 
Arbeit 


Ruhe 


Sofort nach 
d. Arbeit 

6 Min. 
spater. 


Muskel- 


gewicht 


0.83 


0,79 


0,68 


0.90 


Ober- 
schenkel 


0,83 


daB 





2 4 
3,1 | 4 
3.1 5 
io) 4 
31 4 
in den 


> 108 





0.30 
2,1 675 045 015 120 
0.21 


2.15 890 040 O19. 112 


3.1 390 0.28 0.02 co 


2 490 0.52 0.01 oc 


2 390 041 0.05 200 


0.70 


ersten beiden Versuchen bei 


schon der A.,-Wert 


(g Spannung. sec Tetanusdauer .cm Muskellange) 


g Milchséure gebildet 


sehr hoch ist, denn sein normaler Wert betragt nach Nachmansohn 
Die Milchsaurebildung ist also stark herabgesetzt. In den 
drei folgenden Versuchen ist die Milchséiurebildung bei der Arbeit 
praktisch aufgehoben. Im letzten Versuch, Nr. 5, wurde der Ruhewert 
vom Oberschenkel genommen, die Gastrocnemien im selben Stromkreis 


50 bis 60. 





Versuch 5 der Tabelle | yom 2. Mai. 
gleichen Stromkreis. 


Abb. 1. 


Der Muskel der oberen Kurve 


Gleichzeitige Reizung symmetrischer Gastrocnemien im 


\ wurde sofort nach dem 4. Tetanus, det 


der unteren Kurve B erst einige Zeit nach Eintritt der Starre verarbeitet. 
Bei A keine Milehsiurebildung, bei B deutliche Milchséurebildung. Links Spannung in Gramm, 
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gereizt, der eine unmittelbar nach der Tatigkeit, der andere nach Aus- 
bildung der Starre, 6 Minuten nach der Reizung, verarbeitet. Die 
beiden Versuche sind in Abb. 1 wiedergegeben. Es war bereits friiher 
von mir gelegentlich beobachtet, daB auch in gut vergifteten Muskeln 
und bei langerem Warten nach Aufhéren der Reizung eine langsame 
Milchsaurebildung eintrat. Das ist nun in Versuch Nr. 5 deutlich zu 
sehen. Ob diese Milchsiurebildung mit der gleichzeitig sich aus- 
bildenden Starre in irgendeinem Zusammenhang steht, lasse ich 
dahingestellt. Vielleicht ist eine Erklarung fiir dieses Verhalten die, 
daB bei der im nachfolgenden beschriebenen Veresterung zu Hexose- 
diphosphorsiure eine Wiederaufspaltung derselben auch in Fluorid 
méglich ist. Denn die Spaltung der Hexosediphosphorsaure wird erst 
durch viel héhere Fluoridkonzentrationen gehemmt als die Spaltung 
des Glykogens!. 

Die Fluoridhemmung der Milchséiurebildung im zerschnittenen 
Muskel und im Muskelextrakt ist nach der Entdeckung G. Embdens 
gekoppelt mit einer Bildung von Hexosephosphat?. Auch im fluorid- 
vergifteten Muskel tritt bei der Arbeit und gleichfalls nach einiger 
Zeit in der Ruhe eine starke Veresterung auf. Hier sei kurz darauf 
hingewiesen, daB alle Erscheinungen, die im Verlauf der Reizung be- 
obachtet wurden, in gleicher Weise, nur langsamer, auch in der Ruhe 
ablaufen. Das zur Veresterung notwendige Phosphat wird durch den 
beschleunigten Zerfall des Phosphagens und des Pyrophosphats frei. 
In Tabelle IL sind drei Versuche wiedergegeben, in denen die Analyse 
des Phosphatumsatzes vorgenommen wurde. Die Bestimmungsmethoden 
waren die in diesem Laboratorium iiblichen. 


Tabelle II. Phosphatumsatz bei der Arbeit (Zwei-Sekunden-Tetani). 
a) mg P,O, pro g Muskel. 





Direkt be- 


y Pyro- . . Verestertes 
Nr. Datum Phosphager : : stimmbares - P 
om phagen phosphat Phosphat Phosphat 
1 5. V. See 1,43 0,42 1,80 
Artelt..... 0,06 0,17 0,47 
Bilanz: 1,37 0,25 — 1,33 + 1,58 
2 8. V. a 0,92 0,56 1,31 
ee 0,07 0,02 0,42 
Bilanz: | — 0,85 — 0,54 — 0,89 + 1,43 
3 ea 0,67 0,46 1,02 
ee 0,17 0,15 0,33 
Bilanz: | — 0,50 — 0,31 — 0,79 + 1,10 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 462, 1926. 
2 Siehe hierzu besonders K. Lohmann, ebendaselbst 222, 324, 1930; 
dort auch genauere Literatur. 


Biochemische Zeitschrift Band 227, 8 
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b) Zeitkoetfzient des Phosphagens. 





Milehsdure 


Durch- mg H; PO, rebildet 
Muskel- | Muskel- . schnittliche; aus Phos- K frichl = 
= Zahl der gp, ‘ 2P —— 
Nr. gewicht linge an Scr Spannungs- phagen 6 essigsaure- 
Petani leistung  gespalten 10° filtrat) 
(absolut) 
g em g mg (absolut) 
1 0,70 3,0 4 435 1,25 8,5 (0,05) 
2 0,58 2,9 3 622 0,68 16,5 (0.07) 
3 0,47 2,7 2 665 0,34 21 (0,04) 


Die letzte Spalte der Tabelle I1b enthalt die Milchsaurewerte. 
Sie wurden im Trichloressigsdurefiltrat bestimmt. Solche Bestimmungen 
sind fiir kleine Milchsiuremengen ungenau, daher sind die Werte ein- 
geklammert. Die Bestimmung sollte nur dariiber orientieren, dab 
gréBere Milchsiuremengen nicht gebildet waren. Die in Abb. 2 wieder- 





__ 90 : 80Min 


Abb. 2. 
Hydrolysekurven vom Versuch 1 der Tabelle 1] vom 5. Mai 1930, 
I: Ruhe. Il: Arbeit (4 Tetani a 2 sec). 


gegebenen Hydrolysekurven stammen von dem Versuch 1, Tabelle II vom 
5. Mai 1930. Zum gréBten Teile wurde eine leicht hydrolysierbare Ver- 
bindung gebildet, dem Verlauf der Kurve nach Harden- Youngsche 
Hexosediphosphorsaure, zu etwa 30°), schwer hydrolysierbarer Ester’. 
Die Kontraktionsenergie wird wahrscheinlich auch hier, wie es von 
Lundsgaard am Jodessigsiuremuskel nachgewiesen wurde, durch den 
Phosphagenzerfall geliefert. In der Tabelle IIb ist der Phosphagen- 
zerfall mit der Arbeitsleistung verglichen, indem die KA, »-Werte 


(g Spannung . sec Tetanusdauer . cm Muskellange) 
g H,PO, aus Phosphagen abgespalten 
berechnet wurden. Sie liegen innerhalb der Grenzen der von Lundsgaard 


gefundenen Zahlen (9 bis 22 im Mittel 14,5 . 106)?. Die Versuche muBten 
hier abgebrochen werden, da die Frésche im Sommer nach der Laichzeit 


1 K. Lohmann, |. c. 
2 BE. Lundsgaard, diese Zeitschr. 227, 51, 1930. 
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vor Eintritt maximaler Vergiftung starben. Sie sollen bei giinstiger 
Gelegenheit fortgesetzt werden. 

Der Mechanismus der Wirkung von Monojodessigsaure und Fluorid 
auf den milchsaurebildenden Fermentkomplex ist sicher im einzelnen 
verschieden. Am hervorstechendsten ist, daB die Jodessigsiurewirkung 
sich langsam entwickelt und irreversibel ist, wahrend die Fluorid- 
wirkung momentan auftritt und reversibel ist. Wenn trotzdem bei 
der groBen chemischen Verschiedenheit beider Substanzen eine bis 
ins einzelne gehende Ubereinstimmung des Vergiftungsbildes besteht, 
so ist daraus zu schlieBen, daB die unmittelbare Ursache des ganzen 
Erscheinungskomplexes die Hemmung der Milchsaurebildung ist. 


Zusammenfassung. 


Muskeln von durch Injektion mit Fluorid vergifteten Fréschen 
kénnen bei aufgehobener Milchséurebildung Arbeit leisten. 

Hierbei findet ein beschleunigter Zerfall des Phosphagens, starke 
Veresterung von Hexose mit Phosphat und Spaltung der Adenyl- 
pyrophosphorsaéure statt. Nach einigen Kontraktionen werden die 
vergifteten Muskeln starr. Das Bild entspricht der Vergiftung mit 
Monojodessigsaure. 

Ich méchte der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
meinen besten Dank fiir die Gewahrung eines Stipendiums aussprechen. 


Uber den Tiatigkeitsstoffwechsel kohlenhydratarmer 
Kaltbliitermuskeln. 


Von 


Severo Ochoa (Madrid). 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem, und dem 
Institut fiir Physiologie im Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizinische 
Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 8. August 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Beteiligung des Kohlenhydrats am _ Tatigkeitsstoffwechsel 
des Kaltbliters ist eine doppelte. 1. Durch anaerobe Spaltung des 
Glykogens entsteht Milchsiure und die hierbei sowie den damit ver- 
kniipften Prozessen frei werdende Energie unterhalt im normalen 
Muskel die anaerob geleistete Arbeit. 2. Die Riickverwandlung 
der Milchsiure zu Glykogen geschieht hauptsachlich auf Kosten 
der Oxydation eines gewissen Teiles des Kohlenhydrats (bzw. der 
Milchsaure), wie sich sowohl aus dem respiratorischen Quotienten 1,0', 
wie aus den Kohlenhydratbilanzen ? ergibt. Dieser Zusammenhang 
von Kohlenhydratspaltung und Kohlenhydratoxydation erscheint 
aber keineswegs notwendig. Auch die Verbrennung beliebig anderer 
Nahrstoffe kénnte die Energie zur Riickverwandlung der Milchsaure 
in Glykogen liefern. In bestimmten Fallen, insbesondere bei der Ruhe- 
atmung kohlenhydratarmer Warmbliitermuskeln®, ferner bei der 
Ruheatmung des Nerven‘ liegt dieser Fall offenbar vor und auch der 
Tatigkeitsstoffwechsel des diabetischen Warmbliitermuskels in vivo, 
bei dem ein respiratorischer Quotient von 0,7 bis 0,8 beobachtet wird, 
wird am ungezwungensten auf diese Weise gedeutet. Dagegen hatten 


1O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 175, 88, 1919; O. Meyerhof u. 
F.O. Schmitt, diese Zeitschr. 208, 445, 1929. 

2 O. Meyerhof, Piliigers Arch. 185, 11, 1920. 

3 O. Meyerhof u. H. Himwich, ebendaselbst 205, 415, 1924. 

4 R. W. Gerard u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 191, 125, 1927. 
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sich auch fiir vielstiindige aerobe Tatigkeit des isolierten Froschmuskels 
bisher keine Anhaltspunkte ergeben, daB hier die Oxydation anderer 
Nahrstoffe als Kohlenhydrat die notwendige Energie lieferte. —Ins- 
besondere fand Parnas!, daB der Kohlenhydratverbrauch bei 30. bis 
40 Stunden lang fortgesetzten isometrischen Einzelzuckungen isolierter 
Froschgastrocnemien in Sauerstoff etwa ebenso groB war wie die Sauer- 
stoffatmung unter denselben Bedingungen, und neuerdings beob- 
achteten Hill und Kupalov?, daB kleine Sartorien in sauerstoffgesattigter 
Ringer-Lésung bis zur Erschépfung eine Spannungsleistung vollbringen, 
die einem Verbrauch von 9 mg Kohlenhydrat pro Gramm entspricht, 
waihrend bei Zusatz von Zucker die gesamte Spannungsleistung 12 mg 
Kohlenhydrat entspricht. Obgleich der Kohlenhydratgehalt nicht 
bestimmt ist, spricht sowohl die zusitzliche Arbeit in Gegenwart von 
Zucker wie der wahrscheinliche Wert fiir den Gehalt an priformiertem 
Kohlenhydrat dafiir, daB die Arbeit zur Hauptsache hieraus herstammte. 

Alle diese Versuche sind an kohlenhydratreichenMuskeln ausgefiihrt. 
Dagegen erschien es méglich, daB auch der Kaltbliitermuskel in nach- 
weisbarem Umfang die Oxydation von Nicht-Kohlenhydraten zur 
Arbeitsleistung verwendet, wenn sein Kohlenhydratvorrat erschépft 
ist. Dies kann nach den Angaben von Olmsted und Harvey® durch 
groéBere Insulindosen geschehen, und in der Tat kénnen nach Angabe 
dieser Autoren die in der Zirkulation befindlichen Muskeln noch er- 
hebliche Arbeit leisten, wenn sie durch Insulin praktisch glykogenfrei 
gemacht sind, wobei allerdings die Méglichkeit bleibt, daB ihnen der 
Zucker durch das Blut zugefiihrt wird. Es war daher erwiinscht, diese 
Frage an isolierten Muskeln zu klaren. 

Noch wichtiger aber erschien das Verhalten kohlenhydratarmer 
Muskeln in der Anaerobiose. Kénnen sie nur eine Spannungsleistung 
vollbringen, die ihrem in Milchsaiure transformierbaren Kohlenhydrat- 
vorrat auf Grund des isometrischen Koeffizienten der Milchsaure ent- 
spricht?) Kénnen sie mehr Milchsaéure bilden, als Kohlenhydrat vor- 
handen ist, indem eine Umwandlung von Eiweif in Zucker auch im 
isolierten Muskel geschieht, oder schlieBlich, kénnen sie auch ohne 
Milchsaurebildung Arbeit leisten? Auch zu dieser Frage hat Olmsted ‘einen 
interessanten Beitrag geliefert. Die Muskeln amerikanischer Ochsen- 
frésche, die durch Insulinkrampfe auBerst kohlenhydratarm gemacht 
wurden, bildeten bei Reizung und Starre durchschnittlich nur so viel 
Milchsiure, als Kohlenhydrat schwand, konnten aber doch noch eine 


! J. K. Parnas, diese Zeitschr. 116, 71 u. 102, 1921. 
2 Proc. Roy. Soc. (B) 105, 313, 1925. 

3 Amer. Journ. of Physiol. S0, 643, 1927. 

4 Olmsted u. Coulthard, ehendaselbst S84, 610, 1928. 
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erhebliche Zahl isotonischer Zuckungen vollfiihren, die allerdings nicht 
quantitativ ausgewertet und mit dem Kohlenhydratschwund ver- 
glichen wurden. Auf Grund der neuen Versuche von Lundsgaard! 
muBte aber der Gedanke auftauchen, daB hier die Arbeit méglicher- 
weise ohne aquivalente Milchséurebildung vonstatten geht und dann 
vielleicht auch auf dem Zerfall der Kreatinphosphorsaure als Energie- 
quelle beruht. 


DaB bei durch Insulin glykogenfréi gemachten Tieren sowie im 
Hunger eine Totenstarre eintritt, bei der die Muskeln keine zusitzliche 
Milchsiure enthielten und nicht saurer, sondern alkalischer waren, 
ist schon lingere Zeit vorher von Baur, Kuhn und Wacker?, sowie von 
Hoet und Marks*® beschrieben worden. Doch ist das Verhalten des 
Muskels bei der Starre von geringerem theoretischen Interesse als das 
bei der Kontraktion, zumal gerade die Insulinstarre mit nur geringer 
Spannungsentwicklung verlauft. 


Ich habe deshalb auf Vorschlag und unter Leitung von Herrn 
Meyerhof seit Februar 1929 eine Untersuchung unternommen iiber die 
folgenden Fragen: 


1. Ob der kohlenhydratarm gemachte Kaltbliitermuskel in Sauer- 
stoff bis zur Erschépfung eine gréBere Spannungsleistung vollbringen 
kann, als seinem gemessenen Kohlenhydratvorrat entspricht. 


2. Ob ein ebensolcher Muskel anaerob mehr Milchsiure bilden kann, 
als priformiertes Kohlenhydrat vorhanden ist, und wenn nicht, ob 
die Spannungsleistung gréBer sein kann, als dem normalen_ iso- 
metrischen Koeffizienten der Milchséurebildung entspricht, und schlieb- 
lich, wenn dies der Fall sein sollte, ob sich hierbei ein gesteigerter 
Zerfall von Kreatinphosphorsiure nachweisen laBt. 


Methoden. 
A. Sauerstoffverbrauch. 

Der Sauerstoffverbrauch bei gleichzeitiger Bestimmung der iso- 
metrischen Spannungsleistung wurde in der Versuchsanordnung von Me yerho/ 
und Schulz* manometrisch gemessen. Der Muskel wird in einem mit Sauer- 
stoff gefiillten SpezialgefaB an einem Messinghalter befestigt. Das untere 
Ende des Muskels greift an einer mit einem Spiegel versehenen Feder an, die 
Ausschlige des Spiegels werden photographisch registriert. Die Feder wird 
mit bekannten Stahlfedern geeicht. 


1 Diese Zeitschr. 217, 162, 1930; 227, 51, 1930. 

2 Miinchener Medizin. Wochenschrift 1924, 8. 169 u. 541. 
3 Proc. Roy. Soe. (B) 100, 72, 1926. 

* Piliigers Arch. 217, 547, 1927. 
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B. Kohlenh ydrat. 


Da bei den verhaltnismaBig kleinen Muskeln die getrennte Bestimmung 
von Glykogen und niederen Kohlenhydraten in Serienversuchen schwierig ist, 
so wurde stets nur der Gehalt an Gesamtkohlenhydraten bestimmt. Die 
Methoden datiir sind nicht sehr spezi isch und es ist daher besonders wichtig, 
die bei der Hydrolyse gebildeten reduzierenden Nichtzucker durch geeignete 
Fallungsmittel méglichst zu entfernen. In den ersten Versuchen bestimmte 
ich die Gesamtkohlenhydrate nach Siiturehydrolyse, nach dem Verfahren von 
Bissinger und Lesser mit anschliebender Zuckerbestimmung nach Moeckel 
und Frank'. Zum Zwecke einer besseren Entfernung st6render Hydrolyse- 
produkte und um klemere Muskelmengen verwenden zu kénnen, wurde 
spater die Blutzuckermethode von West, Scharles und Peterson angewandt ?. 
Die Methode wurde ‘iir Bestimmung des Zuckergehalts hydrolysierter Gewebe 
zum Teil unter Mitarbeit von Herrn F. Grande im Physiologischen Institut 
der Universitat Madrid ausprobiert. Sie besteht kurz darin, den Muskel 
"., wer 
Schwefelsiure zu hydrolysieren (in etwa 5 bis LO com Lésung). Die Eiweib- 
abbauprodukte werden mit Quecksilbersulfat unter Neutralisation mit 
festem Bariumcarbonat gefallt. Am nichsten Tage wird filtriert und der 


(bei normalen Muskeln bis herab zu 0.1 g Gewicht) 3 Stunden in 6 


Uberschu8 von Barium mit einem Tropten gesittigter Sodalésung, das 
Quecksilber durch Umsatz mit Zinkstaub entfernt. Die Kohlenhydrat- 
bestimmung ertolgt in 5 ecm des Filtrats nach der Methode von Shaffer und 
Hartmann® in der Moditikation von Somogyi*. Zu dem Reagens wurde 
0.25 mg Glucose auf 5 cem zugegeben, um eine groBere Genauigkeit bei den 
kleinsten Kohlenhydratwerten zu ermdéglichen. Die Kontrollversuche, 
bei denen die Methoden mit der Glykogenbestimmung nach /fliiger und 
Titration nach Moeckel-Frank verglichen ist, sowie solche mit Glucose- 
und Glykogenzusatz zum Muskelfiltrat sind in der Tabelle | und I] angefiihrt. 
Sie geben, wie man sieht, gut tibereinstimmende Resultate. 


Bei der Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate an sehr kohlen- 
hydratarmen Muskeln fiel es auf, daB irgendwelche Stoffe in den Muskel- 
filtraten den Reduktionswert des Kupfers verringern und dadurch 
die gefundenen Glucosewerte zu klein machen. Bei vélligem Fehlen 
von Kohlenhydraten in der Muskulatur erhalt man daher nicht den 
vollen Reduktionswert der zugesetzten Glucose. Umgerechnet auf 
die extrahierte Muskelmenge betragt die Verringerung der Reduktion 
pro Gramm Muskel gegen 1 mg Zucker. Es wurde deshalb eine Kor- 
rektur angebracht, indem zu den erhaltenen Kohlenhydratwerten 
1 mg pro Gramm Muskel hinzuaddiert wurde. Dann kann das Gesamt- 
kohlenhydrat bis herab zu 1,3 mg pro Gramm Muskel mit ausreichender 
Genauigkeit bestimmt werden. 

1 Vgl. K. Lohmann, Oppenheimer-Pincussen, Handbuch, Die Fermente 
und ihre Wirkungen, Bd. 3, 8S. 1242 und 1248. Leipzig 1928. 

2 Journ. of biol. Chem. 82, 137, 1929. 

3 Ebendaselbst 45, 365, 1921. 


4 Ebendaselbst 70, 599, 1926. 
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Tabelle I. 


Vergleich der Glykogenbestimmung nach Pfliiger und der Gesamtkohlen- 

hydratbestimmung nach der moditizierten Methode von West, Scharles und 

Peterson. Die Titration des Zuckers geschah im ersten Falle nach Bertrand 

in der Modifikation nach Moeckel-Frank, im zweiten Falle nach Shaffer- 

Hartmann. Die Bestimmungen wurden an Muskelbrei, ruhenden und er- 
miideten Gastrocnemien ausgefiihrt. 


Muskelbrei. 


Zuckerwerte als Glucose in Milligramm pro Gramm frischer Muskulatur. 





Datum Frosch ™ . Glykogen Gesamt-KH a 
1930 Xr. Froschart (Pfiiger) (West) Bemerkungen 
4. Il. 1 Ksculenta . 9,5 10,47 Durehsehn. 4 Best. 
10. II. 2 - ogee 7,18 8,17 - 2s 
10. II. 3 Temporaria. . 14,37 15,87 - 2s 
13. IL. 4 Esculenta . 3,39 3,75 - : (Insulin) 
Symmetrische Gastrocnemien (Ruhe). 
S.. ¥. 5 Ksculenta . 7,62 8,52 
ms We 6 i aes, 23 5,99 6,77 
Symmetrische Gastrocnemien (ermidet). 
29. IV. 7 Esculenta. . . 0,93 1,39 
29. IV. 8 - rape 5,88 7,14 
29. IV. 9 2 rae 1,58 2,37 (Insulin) 


Tabelle I. 
Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate im Muskel nach Zusatz bekannter 
Mengen Glucose und Glykogen nach der Methode von West und Shaffer- 
Hartmann. Aus dem Muskelbrei von Oberschenkelmuskeln einer Temporaria 
wurden sechs Portionen gemacht. In zweien wurde der K H-Gehalt bestimmt. 
Den anderen vier Portionen wurden Glucose oder Glykogen zugesetzt. 
Glucose oder Glykogen wurden in 6°, iger H,SO, gelést (5. Februar 1930). 


Werte in Milligramm pro Gramm frischer Muskulatur. 





Muskel- Gefunden 


gewicht Gesamt-KH Glucose Glykogen vom Zusats Gefunden 


bestimmt zugesetzt zugesetzt F 
£ mg 
0,170 22,55 - — — -— 
0,134 44,30 22,40 — 21,75 97 
0,152 42,10 19,70 — 19,60 99,5 
0,205 39,00 _ 14,62 16,45 112 
0,168 37,90 — 17,83 15,35 86 


Von Herrn Dr. Lohmann wurden einige Modellversuche ausgefiihrt, 
um festzustellen, welche Rolle die Spaltprodukte der Adenylpyrophos- 
phorsiure fiir die Reduktionswerte der Muskelfiltrate spielen. Bei der 
Hydrolyse entstehen daraus, unter Abspaltung des Adenins und der 
Pyrophosphorsaure, Ribosephosphorsaure und teilweise Ribose. Die 
Reduktionskraft der Ribose und ihres Phosphorsaureesters ist etwa 
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gleich und entspricht einer aquimolekularen Menge Glucose, doch 
wird durch das dreistiindige Kochen in n Siure etwa 20°, zerstért. 
Da nun in | g Muskel etwa 0,6 mg Pentose vorhanden sind, so entspricht 
dies unter Beriicksichtigung des Verlustes bei der Hydrolyse einer 
Reduktionskraft von etwa 0,6 mg Glucose. In diesem Umfang ist also 
die gefundene Restreduktion in kohlenhydratfreien Muskeln auf auf- 
gespaltene Adenylpyrophosphorsiure zu beziehen. 


C. Milchsdéure und Phosphat. 
Die Bestimmung der Milchséure und der verschiedenen Phosphat- 
fraktionen geschah nach den in diesem Institut tblichen Methoden!. 


dD. Spannungsmessung. 

Falls nicht gleichzeitig der Sauerstoffverbrauch gemessen wurde, wurde 
die isometrische Spannungsleistung in Serien von Einzelzuckungen mit einem 
isometrischen Hebel von dem im hiesigen Institut tiblichen Typus aut 
gezeichnet. Die Muskeln wurden stets mit Offnungsinduktionsschlagen 
mittels emer Bowditch-Uhr oder anderen entsprechenden Kontaktuhren 
maximal gereizt. Die SchlieBungsschlige wurden mittels eines Relais 
von F. Kéhler abgeblendet. Fiir aerobe Versuche wurden Sartorien oder 
Semimembranosi benutzt, da ihre Sauerstoffversorgung besser ist als von 
Gastrocnemien. 


Vorbehandlung der Frésche zur Kohlenhydratverarmung. 

Fiir die Versuche wurden tast ausschlieBlich Esculenten von etwa 
30 g Koérpergewicht benutzt. Das Insulin (Schering)? wurde in Dosen von 
fiinf bis zehn Einheiten in 0,5 bis Ll cem Fliissigkeit in den Lymphsack 
eingespritzt. Hinsichtlich des Verhaltens der Frésche lieBen sich die Be- 
obachtungen von Olmsted vollstandig bestitigen. Wahrend der ersten 
24 Stunden traten gewohnlich keine besonderen Erscheinungen auf. Nach 
Ablauf von 24 Stunden bekamen die Tiere ‘ast immer Kriampfe, die sich 
withrend zwei oder mehr Tagen wiederholen kénnen, bis die F:ésche schlieb- 
lich sterben (meist in den Kriimpfen selbst) oder manchmal auch sich erholen. 
Diese letzteren Tiere wurden 6fters zum zweiten Male mit Insulin gespritzt. 
Sie bekamen dann wieder Kraimpfe und zeigten, wenn sie nicht zu schnell! 
starben, die niedrigsten Kohlenhydratwerte. Bei Erhéhung der Temperatur 
traten die Krampfe friiher auf und die Frésche starben viel friher, besonders 
im Friihjahr und Sommer, oit schon innerhalb 24 Stunden nach Finspritzung 
von drei Einheiten. 


Die Herabsetzung des Kohlenhydratgehalts der Muskeln durch 
Insulin hangt natiirlich von der Zahl und Intensitat der Krampfe ab 
und dann auch von dem urspriinglichen Gehalt an Kohlenhydrat, 
welcher starke Schwankungen in verschiedenen Fréschen gleicher 
Herkunft und zu gleicher Zeit zeigen kann. Es kommt sogar manchmal 


1 Vgl. O. Meyerhof, Die chemischen Vorginge im Muskel. Berlin, 
Julius Springer. 1930. 
Der Firma danken wir fiir die Uberlassung der erforderlichen Mengen 
von Insulin (in Pulverform). 


122 Ss. Ochoa: 


vor, daly mehr Kohlenhydrat in den Insulinmuskeln gefunden wird 
als in normalen. Durchschnittlich schwankte in meinen Versuchen 
der Kohlenhydratgehalt von Muskeln normaler Esculenten zwischen 
5 und 10mg pro Gramm, in Insulinmuskeln zwischen | und 5 mg. 
Es wurde auch versucht, den Kohlenhydratgehalt der Muskeln 
durch andere Mittel weiter herabzusetzen. Durch Adrenalin wurde 
eine gewisse Herabsetzung erreicht, die aber weniger betrachtlich 
und weniger konstant war als mit Insulin. Auch eine Steigerung der 
Kohlenhydratverarmung durch elektrische Reizung der mit Insulin 
gespritzten Frésche (kurze Tetani der hinteren Extremitaten) war nicht 
zu erzielen: im Gegenteil wurden hier héhere Kohlenhydratwerte 
erhalten als bei ungereizten Kontrolltieren, die mit derselben Dosis 
Insulin gespritzt waren. 


I, Die Atmung normaler Semimembranosi bei isometrischen Einzelzuckungen, 

Die gleichzeitige Messung von Atmung und Spannungsleistung 
geschah nach den Angaben von O. Meyerhof und W. Schulz. Gereizt 
wurde ein- bis zweimal pro Minute. Die Arbeit konnte nicht beliebig 
lange fortgesetzt werden, da nach 8 bis 10 Stunden die ZuckungsgréBe 
zunehmend abfiel. Die Ruheatmung wurde meist vorher ber Nacht 
gemessen und bei der Berechnung des A,» o,-Wertes abgezogen. Der 
isometrische Koeffizient zeigt in drei Versuchen der Tabelle III aller- 
dings ziemlich groBe Schwankungen. Sein mittlerer Wert von 480. 10° 
kommt aber dem Wahrscheinlichen nahe, da sich in einer gréBeren 
Versuchsreihe der Amo,-Wert des Gastrocnemius zu 650. 10° ergab und 
dieser zur Reduzierung auf geraden Faserverlauf mit 0,69 zu multipli- 
zieren ist, was 450. 10° ergeben wiirde. 


Tabelle III. 


Atmung und Spannungsleistung von normalen Semimembranosi. 





Atmung (mm? Og pro 


dauer (S mn) || 4 
Dauer (Stunden Gramm und Stunde) 





Tempe- Reiz- Muskel- 
); i L1C1Z . 
Nr. anes ratul frequenz gewicht Wa . 
pro Min. periode ecm ’ Ruhe Arbeit 
1929 0c g (Ruhe) | Perot 
1 } 18. IIT. 15 2 0,392 15 10 30,3 140 
2 | 15. TIL. 15 2 0,396 3 4 35,3 173 
3 | 15. V. 15 0,314 15 7 36,7 151 
Gesamte —— 
Muskel- Atmung in ——. K 
Nr. lange Reizperiode * . Differenz Hubzahl  Spannung m Oz 
mg O» mg O4 . 108 
em (absolut) (absolut) mg O», g 
| 
1 | 2.9 0,780 0,169 0,611 1202 62,4 295 
2 i 32 0.386 0.080 | 0,306 480 40.75 425 


8 | 34 0.473 0.180 | 0,293 420 61,2 715 
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Il. Der Kohlenhydrat-Stoffwechsel normaler und kohlenhydratarmer Muskeln 
in Sauerstoff, 
a) Ruhestoffwechsel. 

Bei diesen Versuchen wurden die Muskeln in einem Gefil mit 
ausgekochter Ringer-Losung und Phosphat- und Bicarbonatzusatz 
(pu 7,2) am Spannungshebel aufgehingt. Die Lésung wurde mit Sauer 
stoff langsam durchstrémt. Die Temperatur lag zwischen 9 und 11°, 
Die niedrige Temperatur sollte die Entwicklung von Bakterien wahrend 
der 50stiindigen Versuchsdauer beschrianken. Die Gesamtkohlen- 
hydrate wurden nach der modifizierten Methode von West und Sha/fer- 
Hartmann bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle LV zu sehen. 
Der stiindliche Kohlenhydratschwund von 0,032 mg entspricht einem 
Sauerstoffverbrauch von 24emm O, pro Gramm und Stunde, was fiir 10° 
einen hohen, aber immerhin nicht unméglichen Wert darstellt.  Doch 
ist es méglich, da in der langen Versuchszeit ein gewisser Kohlen- 
hydratverlust durch Austritt in die Ringer-Lésung oder anch durch 
unvollkommene Sterilitét herbeigeftihrt ist. 


Tabelle IV. 
Kohlenhydratverbrauch bei der Ruheaerobiose normaler Semimembranos'. 
R. Esculenta. Temperatur 9 bis 11° C. Gesamt-Kohlenhydrate in Milli- 
gramm pro Gramm Frischgewicht. 





Muskelgewicht Gesamt-K H K H-Schwund 
Versuch Datum Dauer 

Anfang Ende ae ins- “2 
Nr. 1930 Std. mg mg Anfang Ende gesamt | Pre ste 
1 22. I. 541), 0.565 0,526 9,72 7.25 2.47 0.045 
2 Ze. Hl. 531), 0,680 0.705 10.45 8.67 1.78 0.033 
3 24. I. 611/, ) 0,377 = 0,338 6,78 4,78 2,00 0,027 
4 24. Ii. 61!/, 0,469 0,395 7.00 5.58 1,42 0.019 
5 1. III. 46 0.372 0.365 7,03 5,02 2.01 0.043 
6 1. IT. 46 0.567 0.355 4.50 3.25 1.25 0.027 
Durchschnitt: 0,082 


b ) Tatighe itsstotfwechsel. 


Zur Messung des Tatigkeitsstoffwechsels wurden stets gleichzeitig 
zwei Versuche angesetzt, indem zwei aus verschiedenen Fréschen 
stammende Muskeln im gleichen Stromkreis einmal pro Minute gereizt 
wurden. Da die Muskeln sich ganz in Ringer-Lésung befanden, so mubte 
die Spannung im primiren Stromkreis ziemlich groB sein, zwischen 
4 bis 8 Volt bei Rollenabstand von 6 bis 1 em. Die isometrischen Einzel- 
zuckungen wurden wahrend der ganzen Versuchszeit aufgeschrieben. 


Jeweils der linke Semimembranosus wurde nach der Praparation sofort 
verarbeitet und lieferte den Kohlenhydratanfangsgehalt. In der ersten 
Versuchsreihe, Juni/Juli 1929, wurde das Gesamtkohlenhydrat nach 
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Bissinger und Lesser bestimmt, in der zweiten Reihe, Februar /Marz 1930, 
nach der modifizierten Methode von West und Shaffer-Hartmann. Beide- 
mal wurden die Muskeln von normalen und Insulinfréschen verwendet. 
Die Versuche an normalen Fréschen sind in Tabelle V, von Insulin- 
fréschen in Tabelle VI wiedergegeben. 

. bi 


Tabelle V. 


Arbeitsleistung in Sauerstoff und Kohlenhydratgehalt normaler Semi- 








membranosi. R. Esculenta. Temperatur 9 bis 15° C. Reizfrequenz: 1 pro 
Minute. 
~ . Anfangs- ™ ce 
a ‘s oy * kohlenhydrat Pro Muskel 
Z Datum Dauer & = Hub- = : © .s 
2 = Z zahl = Sces 
- 77 = 7m mg pro mg a2ea5 
= - Muskel prog “~S*5 
Nr. 1929 Std. g em kg mg 
1 | 25. VI. | 30 0,751 4,06 1890 3925 7,97 10,6 | 0,720 3,30 
2 1. VI. | 21 0,618 3,57 1267 358,0 5,91 9.6 0,415 2,74 
3 1. VII. 21 0,468 3,26 1266 2603 4,86 10,4 0,815 1,76 
4 | 12, VII. | 23 0,743 3,65 1381 2868 5388 7,22) 0,548 217 
5 | 16. VII. | 23 0,395 3,60 | 1379 259.0 2,23 5.65 0,291 1,94 
6 16. VII. 23 0,356 3,53 1379 165,0 1,41 3,95 | 0,263 1,22 
1930 


8 | 28. II. | 26 0,264 3.35 1444 88.0 1,76 6,68 0,220 0,615 
9 | 28. IL | 26 0,288 3,40 1444 790 2,05 7,10 0,240 0,560 
10 8. Il. 23! 0,423 38,60 1247 85,0 282 668 0,317 0,640 
11 8. Il. | 23 0,402 3,50 1247, 138.0 3,82 950 0,302 1.004 
12 6. Ill. | 21} 0,446 3,55 1260) 146.5 4,80 10,80 0,307 1,082 
13 | 10. Ill. | 27 0,413 3,60 1220 171.0 3.01 7,30 0,356 1,282 
14 | 10. Ol. | 27 0,444 3,75 1220, 1725 288 650 0,884 1,350 
15*,) 18. Ill. | 18 0,225 3,40 1080, 945 1,58 637 0,130 0,671 


*R. Temporaria. ** Fiir A 480. 


mOz 

In den Tabellen ist die in der 20- bis 30stiindigen Versuchszeit 
entwickelte Gesamtspannung mit dem Kohlenhydratanfangsgehalt 
verglichen. Aus Versuchszeit und Arbeitsleistung ist der theoretische 
Verbrauch in Milligramm Kohlenhydrat berechnet unter der Voraus- 
setzung, da} der Kohlenhydratschwund in den Intervallen zwischen 
den Zuckungen dem Ruheverbrauch von Tabelle IV entspricht und 
auf der anderen Seite die Tiatigkeitsatmung mit normalem K,, »,- 
Wert auf Kohlenhydrat bezogen werden kénnte. Die Versuche konnten 
linger fortgesetzt werden als die Atmungsversuche, weil die Muskeln 
in der Ringer-Lésung viel besser tiberleben. Der Kohlenhydratendwert 
im Tatigkeitsmuskel wurde zwar in der Regel auch bestimmt, ist aber 
nicht in die Tabelle aufgenommen, weil gewisse Zweifel an seiner Zu- 
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Tabelle VI. 
Arbeitsleistung in Sauerstoff und Kohlenhydratgehalt von Semimembranosi 
insulinbehandelter Frésche. Esculenten. Temperatur 9 bis 15° C. Reiz- 
frequenz: 1 pro Minute. 








= 3 Aafangs- 
‘s be u kohlenhydrat mg pro Muskel 
Ver- z 3 = 

Nr. Datum — suchs- of cy Hub- = . = 

_dauer > Z zahl 4 — ae Leos 

in Std. : = S- Meckel pro g 2 iss 

1929 g em kg oe 
1 17. VL.| 27 0,708 3,92 1620 455.0 4,66* 6.58 0,610 3,70 
2 118. VI; 25 0,770 4,19 1590 578.0 10.1** 13,1 0,615 4,93 
3S 2. IV. | 27 0,605 3,37 1620 357,38. 2.35 3,88 0,520 2.52 
4 5. VII. | 21 0515 340 1252 182,90 246 4,78 0,347 1,30 
5 5. VII. | 21 0,695 3,65 1252 271.6 1,82 2.61 0468 2,06 
6 10. VI. 30 0,765 3,93 1811 345.0 2.58 3,37 0,736 2,82 
7 19. VIL. | 24 0,428 3,50 | 1420 3821,7 ) 1,95 4.55 0,330 2,35 
8 19. VII. 24 0.595 3,99 1420 344.0 1,98 3.33 0,456 2,80 

1930 

9 6. IIT. | 21,5 | 0,251 | 3,25 | 1260) 485) 0,25 1,00 0172 0,33 
10 7. I. | 31,5 0,428 3,40 /1880 72,0) 0,84 1,96 0,432 0,51 
11 7. Til. | 81,5 | 0,454 | 3,70 | 1880; 127,0); 1,52 | 3,87 0,456 | 0,98 
12 § 14. Il. | 25.5 | 0.380 | 3,55 1413) 121.5 0,75 1,97 | 0,312 0,89 
13 14. TH. «25,5 0,880 3,50 1413 87,5 0,50 1,31 0,312 0,64 


* Versuch 1. Nur einmal Krimpfe. 
** Versuch 2. Keine Kriimpfe. 


verlaissigkeit bestanden. Der Anfangsgehalt konnte an gréBeren Muskel- 
mengen kontrolliert werden und war dann stets gut tibereinstimmend. 
Der Endwert dagegen erschien, nachdem der Muskel 30 Stunden in 
Ringer-Lésung unter zunehmend starkerer Reizung gearbeitet hatte, 
viel unsicherer und soll vorlaufig nicht verwertet werden, bis die Ur- 
sache der aufgetretenen Schwankungen aufgeklart ist. Infolgedessen 
ist hier nur der aus der Arbeit berechnete theoretische Verbrauch mit 
dem Anfangskohlenhydrat verglichen. Bei dem Vergleich ist zu beriick- 
sichtigen, daB etwa 1 mg Kohlenhydrat pro Gramm Muskel, das zur 
Hauptsache aus Adenylsaure stammt, nicht in Milchsaure verwandelbar 
ist. Man sieht, daB in den normalen Muskeln der Kohlenhydratgehalt 
fiir den theoretischen Tatigkeitsverbrauch zuziiglich des Ruheverbrauchs 
stets hinreichte, besonders unter Beriicksichtigung des Umstands, dab 
der Ruheverbrauch vielleicht etwas zu hoch angenommen ist. Bei 
den Insulinmuskeln ist dies jedoch nicht der Fall. Ja, sogar ohne 
daB man fiir das nicht spaltbare Kohlenhydrat korrigiert und die 
Ruheatmung in Rechnung setzt, ist in einer Reihe von Versuchen 
(Nr. 3, 5 bis 8, 12 und 13) der aus der Arbeitsleistung berechnete Kohlen- 
hydratverbrauch gréBer als der Anfangskohlenhydratgehalt. Beriick- 
sichtigt man aber iiberdies diese beiden Punkte, so reicht der Kohlen- 
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hvdratgehalt in simtlichen Versuchen nicht aus, abgesehen von Ver- 
such | und 2, wo keine Herabsetzung des Kohlenhydratgehalts vorlag. 
Zwar ist in den Versuchen, wo der Kohlenhydratgehalt besonders 
niedrig war, wie in den Versuchen der zweiten Reihe, die Spannungs- 
leistung viel kleiner als, bei hédherem Kohlenhydratgehalt, aber sie 
betragt andererseits doch das Zwei- bis Dreifache von derjenigen, die 
sich aus dem Kohlenhydrat erkliren laBt, schon ohne Beriicksichtigung 
der Ruheatmung. In der Tat fand sich in diesen Versuchen auch kaum 
ein Kohlenhydratschwund. Dann muB also auch im isolierten Kalt- 
bliitermuskel die Arbeitsleistung in Sauerstoff bei Abwesenheit von 
Kohlenhydrat auf Kosten der Oxydation anderer Nahrstoffe gehen. 


Iil. Anaerobe Milehsiurebildung und Kohlenhydratumsatz normaler und 
kohlenhydratarmer Muskeln. 


Diese Versuche an normalen sowie mit Insulin vorbehandelten 
Esculenten wurden alle mit iiberwinterten Fréschen im April und Mai 
ausgefiihrt, weil hier der Kohlenhydratgehalt sowieso schon sehr niedrig 
war. Der Anfangsgehalt wurde am linken Gastrocnemius bestimmt 
nach Shaffer-Hartmann, der Milchsiureanfangsgehalt an Oberschenkel- 
muskeln. Der rechte Gastrocnemius wurde in Stickstoff bis zur totalen 
Ermiidung gereizt und dann ebenfalls auf Milchséiure verarbeitet. 
Die Spannungsleistung wurde wie vorher gemessen. In Tabelle VII 
sind alle Versuche zusammengestellt. Nr. 1 bis 3 an normalen, Nr. 4 
bis 1] an mit Insulin vorbehandelten Muskeln. 


Tabelle VII. 
Vergleich von Anfangskohlenhydrat, Milchsiurebildung und Spannungs- 
leistung bei der anaeroben Arbeit normaler und Insulingastrocnemien in Ng. 
Temperatur 15 bis 17°. Reizfrequenz: 15 pro Minute. 





- Datum ___%o Milehs#ure 9/) Milchsaure °/, Anfangs- 
sala 1930 Anfang SchluB bildung kohlenhydrat 

1 Se, ©: N* 0,053 0,249 0,187 0,505 

2 & ¥. N 0,033 0,212 0,179 0,246 

3 sm. ¥. N 0,022 0,288 0,266 nicht bestimmt 
4 Ai. TY. .o 0,005 0,100 0,095 0,189 

5 av. I 0,004 0,055 0,051 0,184 

6 14. IV. I 0,097 0,027 0,020 0,134 

7 | 14. Iv. I 0,004 0,220 0,216 0,400 

8 hs I 0,008 0,023 0,015 0,128 

9 %. VY. I 0,031 0,270 0,239 0,284 
10 || 14. V I 0,012 0,018 0,006 0,040 
11 14. \ I 0,018 0,033 0,015 nicht bestimmt 


* N: Normal. 
** I: Insulin. 
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Muskel- Muskel- mg im Muskel 
Nr rome oF — SPAnRung kK 10° 
Anfangs- Milchsture- mL 
g em kg kohlenhydrat bildung 
1 0,708 3.30 39.70 3,52 1,32 LO0 
2 0,540 3,10 52.60 1,37 0,99 164 
3 0,839 3,70 97,50 2,23 162 
4 0.577 3,10 40.60 1,12 0,55 229 
5 0,712 3.55 38.65 1,30 0,36 380 
6 0,755 3,15 28.35 0.99 0,15 600 
7 0,640 3,25 $82.95 2.53 1,38 195 
5 0.546 8,05 33,70 0.70 0,08 1200 
9 0,547 3.10 70,40 1,55 1,31 165 
10 0,506 2,90 16,50 0,20 0,03 1600 
11 0,591 3,00 11,90 0,09 400 


Die gebildete Milchsaure ist in keinem Falle gréBer, als dem pra- 
formierten Kohlenhydrat entspricht. Vielmehr blieb bei diesem ge- 
ringen Gehalt, wie er bei allen Insulinversuchen, auBer dem Versuch 7, 
vorlag, die durch Arbeitsleistung erzielbare Milchsdiurebildung stehen, 
wenn etwa 0,05 bis 0,1°., weniger Milchsaure gebildet sind, als Kohlen- 
hydrat vorhanden war. Man sieht dies aus dem Vergleich der ent- 
sprechenden Spalten. 


Von grobem Interesse ist aber der isometrische Koeffizient der 
Milchsaure K,, ;. 
kohlenhydratgehalt relativ hoch ist, d. h. in den drei normalen Versuchen 
sowie in den Versuchen 7 und 9 der Insulinreihe; hier war die 
Milchsaurebildung gegen 0,2°,. In den anderen Insulinversuchen 
aber, wo das spaltbare Kohlenhydrat erheblich unter 0,2°,, lag und 
durch die Milchsaurebildung restlos erschépft wurde, war der K,, ;-Wert 
ganz erheblich gréBer, und zwar um so hoher, je geringer der Anfangs- 
kohlenhydratgehalt war (s. Versuche 6, 8, 10). Allerdings sind die 
gefundenen Milchséurezunahmen hier so auBerordentlich gering, dal 
sie schon nahe an der Fehlergrenze der Bestimmungen liegen und daher 
die Koeffizienten um 100°, ungenau sein kénnen. Die Zahlen sind 
also nur als grobe Annaherungen zu betrachten. Doch kann man als 
sicher annehmen, da in allen Fallen, wo der K,, ,-Wert iiber 300 . 10° 
liegt, die Spannungsleistung durch die Energie der Milchsaéurebildung 
nicht mehr voll gedeckt werden kann. Andererseits ist es verstandlich, 
daB in diesen Fallen auch die gesamte Spannungsleistung nur klein 
ist. (Es ist im Hinblick auf die 6fter beschriebene Insulinstarre des 
Muskels von Interesse, da bei den rasch ermiidenden Muskeln am 
SchluB der Reizserie 6fters eine Starre eintritt, wenn die Erregbarkeit 


Dieser ist in allen Fallen normal, wo der Anfangs- 


fast erloschen ist.) 
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IV. Der Phosphatumsatz normaler und kohlenhydratarmer Muskeln. 


Aus den Versuchen des vorigen Abschnitts sieht man, daB bei 
niederem Kohlenhydratgehalt der Muskel deutlich mehr Arbeit leisten 
kann, als der gebildeten Milchsdure entspricht. Es war daher die Frage, 
ob auch hier der Zerfall der Kreatinphosphorsiure als energieliefernder 
ProzeB fiir die Milchsiurebildung eintritt. 

Leider war es in der Jahreszeit, in der die Versuche angestellt 
wurden (Juni), unmdéglich, véllig kohlenhydratfreie Muskeln durch 
Insulin zu erhalten, denn die damit eingespritzten Frésche starben oft 
schon in den ersten 24 Stunden, ohne geniigend starke Krampfe gehabt 
zu haben. 

Es wurde daher eine Versuchsanordnung nach der Art von Hill 
und Kupalov! gewahlt, indem kleine Sartorien in Ringer-Phosphat- 
lésung (py 7,3) anaerob durch sehr langsam folgende Einzelzuckungen, 
deren Spannung verzeichnet wurde, zur Erschépfung gebracht wurden. 
Die gebildete Milchsiure kommt durch Diffusion heraus, und die Muskeln 
kénnen in dieser Anordnung bis 0,7°,, Milchséure bilden. Hierdurch 
mus, auch wenn der Kohlenhydratgehalt in den Insulinmuskeln zu- 
nichst noch ziemlich hoch ist, derselbe erschépft werden. Da nun 
nach der Periode der langsamen Reizung in Stickstoff auch das Phos- 
phagen gréBtenteils zerfallen sein muB, war es nétig, den Muskel sich 
nachher fiir eine Weile in Sauerstoff erholen zu lassen, wobei die Phos- 
phagenresynthese rasch vor sich geht, wahrend die etwa noch vor- 
handene Menge Milchsaéure nur langsam resynthetisiert wird. Diese 
Restitutionsperiode wurde in einer neu gewechselten, sauerstoff- 
gesittigten Ringer-Phosphatlésung vorgenommen. 

Wenn man die beiden symmetrischen Sartorien in dieser Weise 
vorbehandelt hat, kann man den einen Muskel auf den Anfangs- 
phosphagengehalt verarbeiten. Der andere wird in Stickstoffatmosphare 
bis zur Ermiidung gereizt und der Endgehalt an Phosphagen bestimmt. 
Auch hier wird die Spannung gemessen. Da in der ersten Periode auch 
die Spannungsleistung gemessen ist, so kann man daraus die theoretische 
Milchsdurebildung unter Zugrundelegung des normalen K,, ;-Wertes 
berechnen und durch Vergleich mit dem Anfangskohlenhydratgehalt 
feststellen, ob das Kohlenhydrat erschépft ist, wieder unter Be- 
riicksichtigung von 0,1°,, nicht spaltbaren Kohlenhydrats. 

Zunaichst muBten einige orientierende Versuche ausgefiihrt 
werden, 1. um festzustellen, wieweit die Phosphatwerte symmetrischer 
Sartorien nach der ersten Periode anaerober Ermiidung und der 
oxydativen Restitution iibereinstimmen; 2. ob der Muskel nach der 
Restitution in Sauerstoff in einer nachfolgenden Stickstoffperiode noch 


' Proc. Roy. B 105, 313, 1929. 
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gut arbeiten kann; 3. war es noétig, die GréBe des Phosphagenzerfalls 
in der ersten Periode und der nachtraglichen oxydativen Resynthese 
zu ermitteln. 

Die Kontrollversuche zu 1. sind in Tabelle VIII wieder- 
gegeben. Man sieht daraus die GréBe der Schwankungen, die 
in symmetrischen Muskeln bei Ermiidung im gleichen Strom- 
kreis und anschlieBender aerober Restitution von 20 Minuten 


vorkommen. 


Tabelle VIII. 


Vergleich der Phosphagenwerte nach der ersten Ermiidungsperiode und 
nach der aeroben Restitutionsperiode bei gleicher Behandlung zweier 
symmetrischer Sartorien. Rana Esculenta. Reizfrequenz: 3 pro Minute. 
Restitution 20 Minuten in O,. Muskeln in Ringer-Phosphat. Tempe- 
ratur: Versuch 1: 21°; Versuch 2 und 3: 14°. P-Werte in Milligramm 


P,O; pro Gramm. 





P20; Gehalt 
ersuc ‘ Muske me 2U5 
be aaaaas emia eee direkt Phosphagen Bemerkungen 
Nr. 1930 g bestimmt PLO; 
1 5. VI. 0,094 1.96 0.40 Nach der anaeroben 
0.090 2.04 0.44 Ermiidung 
2 28. VI. 0,133 1,98 0.98 Nach der aeroben 
Resti ionsperiode 
0.130 1.64 0.88 testitutionsperi 
3 30. VI. 0.093 1.89 0.93 Nach der aeroben 
0,093 1,90 1,10 Restitutionsperiode 


Fiir die orientierenden Versuche zu 2. wurden die symmetrischen 
Sartorien, jeder mit einem Stiick des Beckens, an zwei Spannungs 
hebeln befestigt und unter Stickstoffdurchleiten in Ringer-Phosphat alle 
15 Sekunden durch Offnungsinduktionsschlige bis zu totaler Ermiidung 
gereizt. Die Ringer-Lésung wurde dann durch sauerstoffgesittigte Losung 
ersetzt und 15 Minuten mit Sauerstoff durchstrémt. Die Muskeln wurden 
dann wiederum in Stickstoff gereizt. Auf diese Weise lieB sich feststellen, 
da die Anordnung durchfiihrbar ist. Drittens wurde fiir die genannte 
Kontrollserie an einem Gastrocnemius der Anfangskohlenhydratgehalt 
bestimmt und ein Sartorius auf Phosphat verarbeitet, der andere 
mit einer Frequenz von 3 bis 4 pro Minute anaerob bis zur fast 
totalen Ermiidung gereizt und dann auch auf Phosphat verarbeitet. 
Es konnte so der AKy,p-Wert bestimmt werden und andererseits die 
theoretische Milchsaéurebildung. Man sieht aus der Tabelle IX und der 


Biochemische Zeitschrift Band 227. g 
















sw Ora ea Oe geerisBats SS RPSL at 
SjToM ee SBS £2 D'S 2° 5H Ht WE 
“UNMSUT 2] xe “[VULION IN , 
OL8'U 00 cgT CTT 90 STO i 90Z 0¢'¢ ¢s0'0 § a ‘TA ‘OT I 8 
OFLU 0'O 08% LL0 0¢'0 820 VL 88S OF OOT'O € FI ‘IA ‘91 I L 
90°0 S61 ivan €T0 620 OT 1¥Z OLE E610 & FI TA ‘ST | xx] 9 
€IgG oO 610 96% FLU 60 660 ¥8 9EG U9'€ O0UOTO & ia ‘IA ‘FT N g 
60°0 FS 9L'0 1G 0 20 Lg ate cré L60°0 € FI ‘IA ‘Gl N ¥ 
3 Asi eaty) ° 190 020 V9 6S2 0G’ GOTO € 1% | IA’S N g 
5 ru ger. cat BGO ug'0 Ve ei¢ oL'e 4600 + | wit) Nig 
an = 10 866 su L¥0 0 él Clg c9§ L6V0 4 0G TAY | «N I 
ve a 
5 0 ay wo su Do O&61 "IN 
aseqjudsay 11es407 _— 0 ree NX 
-Uat du y f yeapAy 1q¥z guy oad 
-SOUd, JAQJSOIOA « -ua] yoy Sunuuedy = -quy Prva ¥ rat — one 
re df -yulreso+) -sduvjuy -aduay, vec] “190A 
HOT}03 SOY epouedssunpnuuy eqoseuy 
‘oysnyyY Urey ord °Q*%q wrurersypY Ul 04.10 44-7 “UdLIOZIRY 
“RYUOPNOSSP BURY ‘yeydsoyg-wabury UL UOlNyQsey aeqossR UsynUTY eT “Mzq Sunpnuusy aoqorerwue aopuor esyIOM oR 
| of | 1 {dl ty Wl : tysoy { tW CT { pou { I fore! I 
UpPYSN]L LOULTeyRIpAYUs|YOY pun sepeugou oseyyUAseyy pun [[vjao7ueseydsoyg 
“NT 21)2°9Q).L 











Tatigkeitsstoffwechsel kohlenhydratarmer Kaltbliitermuskeln. 131 


Abb. 1, daB in den drei Fallen, wo der An‘angskohlenhydratgehalt in 
deutlichem UberschuB8 iiber die theoretische Milchséurebildung ist, dei 
Kmp-Wert sehr groB ist, d.h. sich der Phosphagenzerfall nur in geringem 
MaBe an der Energielieferung beteiligen kann. In den vier anderen 
Fallen, wo die ,,theoretische Milchséiurebildung® gréSer ist als das vor- 
handene spaltbare Kohlenhydrat, ist der A,,p-Wert kleiner, aber bei 
weitem nicht so klein, dai das Phosphagen allein fiir die Energielieferung 
hinreichen kénnte. 
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Abb. 1. 
Isometrischer Koeftizient des Phosphagenzerfalls in kohlenhydratarmen Muskel: 
Ordinate: Am p 


Abszisse: Differenz des Anfangskohlenhydratgehalts und der aus der Arbeits 

leistung berechneten theoretischen Milchsdéurebildung in ©°/,9 Frisehgewicht 

Muskel. Vom senkrechten Strich bei + 0,1 an nach links kann die Arbeit 
nieht mehr vollstandig durch Kohlenhydratspaltung bestritten werden 


In einigen anderen Versuchen wurden beide symmetrischen Sartorien 
bis zur totalen Ermiidung gereizt und dann erst der eine verarbeitet, wahrend 
der andere nach Wechseln der Lésung sich 15 Minuten in Sauerstoff erholen 
konnte. Die Phosphagenresynthese in dieser Zeit bei 14° und 21° betragt 
etwa 80°, des Phosphagenzertalls. In den spéteren Versuchen befand sich 
ein Wassermantel um die MuskelgefaBe und dieser wurde mittels emer 
Kuhlschlange aut 14° gehalten. 

Bei den Hauptversuchen wurden die symmetrischen Sartorien 
auf die schon beschriebene Weise ermiidet. Nach dem Wechsel der 
Ringer-Lésung und 20 Minuten Restitution in Sauerstoff wurde der 
erste Sartorius auf Phosphat verarbeitet, der andere wurde dann in 
Stickstoff alle 3 Sekunden gereizt (zweite Periode) und nach weit- 
gehender Ermiidung verarbeitet. Die Spannungsleistung wurde in 
der ersten wie zweiten Periode gemessen, der Anfangskohlenhydrat- 
gehalt am Gastrocnemius bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle Xa 
und b zu sehen. 


g* 
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Tabelle X. 
Phosphagenzertal] und Spannungsleistung bei kohlenhydratarmen Muskeln. 
Sartorien. 1. Anaerobe Periode in Ringer-Phosphat. Reizfrequenz: 3 pro 
Minute. 20 Minuten Restitution in O, nach totaler anaerober Ermiidung. 
2. Periode in reinem Ny. Reizfrequenz: 20 pro Minute. 


a) 1. Periode. 





Ver- Tempe- | Muskel- Muskel- Hub-  Span- | Theoretische Anfangs- 





such | Datum ratur | gewicht linge zahl meng | “— 4 
Nr. 1930 oC g em | kg | Oy 9/9 
1 21. VI. 16 0,090 3,9 375 9 0,37 0,36 
2 22. VI. 15 0,092 3,9 245 6,4 0,26 0,34 
3 23. VI 15 0,118 4.0 299 11,5 0,37 0,67 
4 24. VI 15 0,144 4,15 344 10,0 0,27 0,36 
b) 2. Periode. 
| Phosphagen P2 05) Phos- Abs. 
Ver- | Muskel- Muskel- Hub- = Span- mg pro g phagen- H,PO, K 
such | gewicht linge zahl nung || zerfall abge- mP 
| yb spalte . 108 
Nr. g cm kg vorher nachher || g Ps0, ys P ‘4 
1 |} 0,090 3,9 330 5,45 1,12 0,23 0,89 0,116 193 
2 || 0,092 3,9 166 4,0 1,13 0,37 0,76 0,097 162 
3 0,118 4,0 167 3,75 1,13 0,46 0,67 0,107 140 
4 0,144 4.15 247 3,9 0,78 0,37 0,41 0,082 195 


Auch hier zeigen die K,, p-Werte, daB die Energie nicht durch 
den Zerfall der Kreatinphosphorsaéure allein wirklich gedeckt werden 
kann, obwohl, auf Grund der Anfangskohlenhydratbestimmung und 
der theoretischen Milchsdiurebildung, zu Beginn der zweiten Periode 
kaum noch Kohlenhydrat vorhanden sein dirfte. Immerhin ist es 
méglich, daB doch etwas davon in Sauerstoff resynthetisiert ist und 
ferner wohl auch, da der Sauerstoff aus dem Muskel nicht so rasch 
verschwand, so da zunachst noch etwas oxydative Arbeit geleistet 
wurde. Durch diese Versuche kann also noch nicht als entschieden 
angenommen werden, daB hier die anoxydative Arbeit durch den 
Phosphagenzerfall geleistet wird; die Versuchsanordnung soll vielmehr 
dafiir noch in verschiedener Richtung verbessert werden. 


Da es bei den verwandten kleinen Sartorien von 0,1 g unmdglich 
war, festzustellen, ob noch etwas Milchséure in der zweiten Periode 
gebildet wird, wurden einige Versuche an Semimembranosi von Insulin- 
fréschen in einer der vorigen entsprechenden Anordnung angestellt. 
Nur war hier die Reizfrequenz in der ersten anaeroben Periode 1 pro 
Minute und die Restitution in Sauerstoff 30 Minuten lang. Obendrein 
wurde sie bei 1 bis 3° vorgenommen, weil der oxydative Milchsaure- 


schwund bei dieser niedrigen Temperatur herabgesetzt, die Phosphagen- 
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synthese aber beschleunigt ist!. Der eine Muskel wurde dann rasch auf 
Milchsaure verarbeitet und lieferte den Anfangswert, der andere wurde 
in reiner Stickstoffatmosphare gereizt und nachher ebenfalls auf Milch- 
saure verarbeitet. Aus den Versuchen der Tabelle XI sieht man, dab 
in der zweiten Periode noch etwas, aber sehr wenig Milchsaiure gebildet 
ist. Der K,,,;-Wert ist so groB, daB die Milchsdurebildung bei 
weitem fiir die Arbeitsleistung nicht ausreicht. 

Insofern sind also diese Versuche eine Bestatigung derjenigen 
von Olmsted und Coulthard. DaB® andererseits hier bei unzureichender 
Milchsdurebildung die Arbeitsleistung aus der Spaltung der Kreatin- 
phosphorséure stammt, ist zwar wahrscheinlich, aber durch die Ver- 
suche nicht direkt bewiesen. 

Tabelle XJ. 

Milchséurebildung und Spannungsleistung bei Semimembranosi in der 
1. und 2. Periode. Nach der 1. Periode anaerober Ermiidung 30 Minuten 
Restitution in O, bei 1 bis 3°C. R. Esculenta. Insulin. 

1. Periode. Reizfrequenz: 1 pro Minute in Ringer-Phosphat mit Ng. 
Temperatur 14°. 





Theoretische Anfangs- 


Ver- Teimpe- Muskel- Muskel- Hub Span- 


such Datum ratur gewicht linge zahl nung oe — 
Nr. 1930 oC g em kg 
1 1. VII. 14 0,631 3,8 328 62 0,25 0.44 
2 2. Vil. 14 0,394 3,7 251 18,7 0,12 0,27 


2. Periode. Reizung in reinem Ng. Reizfrequenz: 20 pro Minute. 
Temperatur 14°. 





Ver- | Muskel- Muskel- | Hub-  Span- | o Milehstiure || Milch- — Mileh-— 
such gewicht linge zahl nung bildung bildung abs ae 
Nr. g cm kg vorher | nachher Fo mg 
1 0.631 3.8 240  e - 0184 0188 0,004 0,025 1090 
2 0.394 3.7 250 9.6 0,058 0.071 0.013 0.051 699 


Zusammenfassung, 

Der Kohlenhydratumsatz von durch Insulin kohlenhydratarm 
gemachten Froschmuskeln wurde mit der Spannungsleistung  ver- 
glichen, in Sauerstoff und Stickstoff. Der A,,,.-Wert fiir Semimem- 
branosi ist etwa 480. Legt man diesen Wert und den Kohlenhydrat- 


MO», 


verbrauch bei der Ruheatmung zugrunde, so kann bei durch Insulin 
nahezu kohlenhydratfrei gemachten Muskeln die geleistete Spannungs- 
arbeit nicht mehr durch die Oxydation von Kohlenhydrat voll gedeckt 
werden. 


1Q, Meyerhof u. D. Nachmansohn. diese Zeitschr. 222, 1, 1930. 
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Unter anaeroben Bedingungen entspricht im selben Falle die 
gebildete Milchsiure dem noch vorhandenen Kohlenhydrat (abziiglich 
0,05 bis O,1°,). Der A,,,-Wert ist aber betrachtlich zu grob. Die 
Phosphagenspaltung ist in diesem Falle relativ gréBer, doch lieB sich 
in quantitativer Hinsicht bisher kein sicherer Beweis dafiir erbringen, 
daB die durch Milchsiurebildung nicht gedeckte Energiemenge auch 
hier cus der Phosphagenspaltung stammt. Das gelang auch nicht in 
einer weiteren Anordnung, wo zunidchst das Kohlenhydrat durch 
langsame anaerobe Reizung erschépft wurde, dann in Sauerstoff das 
Phosphagen wieder resynthetisiert und nun in einer zweiten Periode 
in Stickstoff die Spannungsleistung, der Phosphagenzerfall und die 
Milchséurebildung bestimmt wurden. 
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Uber eine neue enzymatische Oxydationswirkung (Metaoxydase). 


Von 
I. Boas (Berlin). 


(Eingeqgangen am 12. August 1930.) 


Bei meinen Untersuchungen tiber das Vorkommen und Verhalten 
der Oxydationsfermente in unseren gebrauchlichen pflanzlichen und 
tierischen Nahrungsmitteln, iiber die ich an anderer Stelle berichten 
werde, bin ich auf eine bisher nicht beschriebene Fermentwirkung 
gestoBen. Sie besteht darin, daB mit bestimmten oxydablen Substanzen 


gewisse charakteristische Farbenanderungen  eintreten. Ohne die 
sichere Entscheidung treffen zu kénnen, ob es sich hierbei um ein neues 
Enzvm handelt was zunachst wahrscheinlich erscheint —— oder ob ein 


Ferment aus der Gruppe der Phenolasen vorliegt, sei das wirksame 
Agens der Einfachheit wegen ohne Prajudiz als Metaorydase bezeichnet. 

DaB hierbei tatsaichlich eine fermentative Wirkung vorhanden ist, 
geht daraus hervor, dab sie auBerordentlich thermolabil ist, thermolabiler 
als die tibrigen bisher bekannten Oxydationsfermente. 

Zu der Absonderung dieses Enzyms bin ich durch die systematische 
Priifung unserer Nahrungsmittel auf ihren Gehalt an Oxydations- 
fermenten gekommen. Es zeigte sich nimlich, dab bei einzelnen pflanz- 
lichen Nahrungsmitteln oder noch besser deren Saften durch Zusatz einer 
stark verdiinnten alkoholischen Benzidin- oder Guajaklésung unter dem 
EinfluB des Luftsauerstoffs allein ein sehr eklatanter Farbenumschlag 
hervorgerufen wird. Und zwar erhalt man mit Benzidinlésung eine 
rosarote, allmahlich in kirschrot iibergehende, mit Guajaklésung eine 
tiefblaue oder bei geringerem Fermentgehalt griinblaue Farbenreaktion. 
Seide Proben fallen bei starker Fermentanwesenheit tibereinstimmend 
aus, doch ist die Benzidinprobe, wie dies ja auch sonst bei analogen kata- 
lvtischen Reaktionen der Fall ist, der Guajakprobe in einzelnen Fallen 
iiberlegen, in anderen dagegen erhalt man mit Guajak eine nahezu 
sofort eintretende tief himmelblaue Farbung. Beide Farbprodukte 
lassen sich mit Amylalkohol, Ather und Chloroform leicht ausschiitteln 

Im weiteren Verlaufe stellte ich svstematische Untersuchungen Uber 
das Vorkommen der Metaoxydase in pflanzlichen und_ tierischen 
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Nahrungsmitteln an, Hierbei zeigte sich, daB die Metaoxydase aus- 
schlieBlich in pflanzlichen Nahrungsmitteln vorkommt. Von tierischen 
habe ich nicht bloB die meisten Fleisch- und Fischarten, sondern auch 
die tierischen Derivate (Milch und deren Produkte, Eier) auf Meta- 
oxydasen gepriift. In keinem derselben gelang mir der Nachweis des 
genannten Fermentes. 

_ Aber auch in den zu unserer Nahrung dienenden pflanzlichen 
Produkten ist die Metaoxydase nicht entfernt so verbreitet wie etwa 
die Katalase. Besonders auffallend ist hierbei die Seltenheit der 
Metaoxydase in unseren marktgangigen Gemiisen. Aus der folgenden 
Tabelle ergibt sich, daB nur einige wenige darunter einen ansehnlichen 
Gehalt an Metaoxydaseferment erkennen lassen, wahrend die meisten 
an Peroxydase auBerordentlich reich sind. Bemerkenswert ist hierbei 
der starke Gehalt der Kartoffelfrucht an Metaoxydase, wie denn iiber- 
haupt diese Solaneenart fiir das Vorkommen samtlicher Oxydations- 
fermente das klassische Nahrungsmittel darstellt. Im Gegensatz zu den 
Gemiisen zeichnen sich zahlreiche Obstsorten durch einen starken 
Gehalt an Metaoxydase aus, insbesondere die Steinobstarten. An 
der Spitze steht die Banane, die ahnlich wie die Kartoffel samtliche 
Oxydationsfermente in reichlichstem MaBe enthalt. Desgleichen sind 
auch Champignons reich an Metaoxydase. 

Wiahrend, wie wir bereits gesehen haben, Metaoxydase und 
Peroxydase keineswegs parallel laufen, findet man das erstgenannte 





Tabelle. 

Benzidin Guajak Katalase Peroxydase Oxydase 
Kartoffelsaft ++ blaugriin 
Bananensaft ... . +- schwach blau 
Apfelsaft...... ++ 0 
Birnensaft .... . ++ ++ 
Pfirsichsaft. . . . . +4 0 bis Spuren 
Aprikosensaft. . . . Spuren 
Artischocke ... . ++ +4 ++ --+ 
Meerrettich . . . . + (Spuren) -+ Spuren + 1. ff. (Spuren) 
Kopfsalat .... . Spuren }+--4 ++ a 
Sellerie ...... + ot +-+ +4 
Champignon * +-+-+ 
I 6k ews - 
Kirschen (sauer, sil) Spuren 
Pflaumen (wei, blau) ++ } ++ - 
Weintrauben (weib) Spuren 0 + Spuren 
Reineclauden . . . . ++ +--+ + ++ ++4- 
Mohrriben. . . . . ObisSpuren Spuren + + Spuren 
Brechbohnen . .. . Spuren . + -+ ++ 0 bis Spuren 


* Andere Pilzsorten, wie z. B. Steinpilze (Boletus edulis) und Pfifferlinge (Cantharellus 
cibarius), enthalten keine Metaoxydase. 


** In einer anderen Sorte Benzidin und Guajak 0, Oxydase 0, Katalase und Peroxydase + 
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Ferment meist da, wo eine starke Oxydasereaktion nachweisbar ist. 
Es kénnte demnach scheinen, daB Oxydase und Metaoxydase in engen 
Beziehungen zueinander stehen, vielleicht sogar miteinander identisch 
sind. Es laBt sich aber zeigen, daB diese Anschauung aus folgenden 
Griinden hinfallig ist. 

1. Die bisher bekannten Oxydationsfermente in unseren pflanzlichen 
Nahrungsmitteln zeichnen sich, wie ich feststellen konnte, dadurch aus, 
daB sie nach Zusatz verdiinnter anorganischer oder organischer Sauren 
nach spiaterer Neutralisierung reversibel sind. Demgegeniiber wird die 
Metaoxydase durch Zusatz verdiinnter Sauren bis zur kongopositiven 
Farbung endgiiltig zerstért. Weiter unten wird gezeigt werden, daB das 
gleiche auch vom salzsdurehaltigen Magensaft gilt. 

2. Wahrend fast alle animalischen Produkte einen hohen Gehalt 
an Oxydasen aufweisen, zeigen sie niemals eine Metaoxydasereaktion. 
Dasselbe gilt auch von den Derivaten der Animalien. So ist z. B. rohe 
Kuhmilch (auch Muttermilch) reich an Oxydase, gibt auch Peroxydase- 
und, wenn auch keineswegs konstant, Katalasereaktion, dagegen niemals 
eine Reaktion auf Metaoxydase. Ebenso ist das Eiklar im Gegensatz 
zum Eigelb reich an Oxydase, enthalt aber keine Spur von Metaoxydase. 
Endlich gibt es auch einzelne pflanzliche Nahrungsmittel, die starke 
teaktion auf Oxydase, aber keine auf Metaoxydase zeigen, z. B. 
Pfifferlinge. 

3. Ein besonders charakteristischer Unterschied zwischen Oxydase 
und Metaoxydase besteht ferner in dem Verhalten beider Fermente bei 
der Behandlung pflanzlicher Produkte mit verdiinnter (3° ,iger) 
Wasserstoffsuperoxydlésung. Wahrend namlich geprift wurden 
Kartoffeln, Bananen, Apfel pflanzliche Nahrungsmittel nach etwa 
24stiindiger Einwirkung von H,O, im Uberschu® ihren Peroxydase- und 
Oxydasegehalt nahezu ungeschwacht erhalten, wird die Métaoxydase 
vollkommen zerstért. 

Eigenschaften der Metaoxydase. Das Ferment geht, wie bereits 
erwahnt wurde, leicht in Wasser, desgleichen in verdiinnten Alkohol und 
in Glycerin iiber. Dagegen ist es in absolutem Alkohol, Ather, Aceton, 
Petrolather, Chloroform unléslich. Durch geringen Zusazt stark ver- 
diinnter Sauren wird das Ferment oder vielmehr dessen Reaktions- 
fahigkeit nicht verandert, bei weiterem Zusatz bis zur Kongoblauung 
dagegen rasch aufgehoben. Neutralisiert man nach einigem Stehenlassen 
das Gemisch, so wird es im Gegensatz zur Peroxydase und Oxydase nicht 
reaktiviert. Durch stark verdiinnte Alkalien wird die Reaktionsfahigkeit 
nicht aufgehoben. Gegen intensive Kalteeinwirkungen (Eis, Chlorathy]) 


erweist sich das Ferment in gleicher Weise wie die anderen Oxydations- 
fermente auBerordentlich resistent. Autolytische Veranderungen der 
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Pflanzenkost —- gepriift wurden Kartoffeln, Bananen, Birnen -—— ergaben 
je nach dem Grade der Autolyse verschiedene Resultate. Bei stark 
vorgeschrittener Autolyse kann aber das Ferment vollkommen zerstort 
werden. Trotz der groben Saureempfindlichkeit der Peroxydase wirkt 
der natirliche Sauregehalt pflanzlicher Substanzen keineswegs hemmend 
auf die Metaoxydase ein. So geben z. B. saure unreife Apfel, saure 
Kirschen u. a. eine intensive Benzidinreaktion. Liefert aber die native 
Substanz keine Metaoxydasereaktion, so bleibt sie, auch wenn man 
deren Saft auf eine bestimmte py bringt, negativ. 

Da die Phenolasen eine der Tyrosinase ahnliche Farbenveranderung 
herbeifiihren, so liegt eine Verwechslungsméglichkeit zwischen letzteren 
und der Metaoxydase nahe. Beide zeigen aber folgende Unterschei- 
dungsmerkmale : 

1. Das mit Benzidin gewonnene Reaktionsprodukt ist entweder von 
vornherein rosa- oder kirschrot, wird allmahlich dunkler, geht aber 
niemals in Schwarz tiber. Die Tyrosinasereaktion dagegen geht ganz 
allmahlich durch Braunrot in Schwarz iiber (Melanin). Durch Zusatz 
von schwach verdiinnter H,O,-Lésung kann die Schwarzfarbung wie 
bereits bekannt ist, wesentlich beschleunigt werden. 

2. Unter den von mir gepriften pflanzlichen Nahrungsmitteln geben 
mehrere ausschlieBlich die Metaoxydasereaktion, dagegen keine 
Tyrosinasereaktion. Hierzu gehéren z. B. Apfel, Birnen, Pflaumen, 
Kirschen, Pfirsiche, Aprikosen, Sellerie?. 

3. Die Tyrosinase geht weder in Ather noch in Amylalkohol noch in 
Chloroform iiber, wahrend, wie bereits hervorgehoben wurde, das 
Reaktionsprodukt der Metaoxydase selbst nach beliebig langem 
Stehen mit Ather, Chloroform und Amylalkohol mit rosa- oder tiefroter 
Farbe ausschiittelbar ist. 

Verhalten der Metaorydase im menschlichen Mageninhalt. Das Verhalten 
der Metaoxvdase im Magen wurde in zahlreichen Einzelversuchen mittels 
des sogenannten Bananen-probe-frihstiicks ermittelt. Giesunden (d. h 
organisch Gesunden) und Magendarmkranken der verschiedensten Art wurde 
zu diesem Behufe morgens auf niichternem Magen eine reife Banane 

400 com Wasser gegeben und der Mageninhalt 30 Minuten spater in 
iiblicher Weise entleert. Hierbei zeigte sich in Ubereinstimmung mit den 
triiher erwihnten Versuchen in vitro, daB im Bananenbrei bzw. dem Filtrat 
desselben bei starker, d. h. kongopositiver Salzsiureanwesenheit die Meta- 
oxydase definitiv zerstért, d. h. durch nachtragliche Neutralisierung nicht 
mehr reaktivierbar wird. Umgekehrt blieb bei Fehlen aktueller Salzsaure 
das Ferment im Bananenbrei vollkommen unveriéndert erhalten. Bei 
Fehlen aktueller Salzsiiture, aber saurer Reaktion blieb gleichfalls die 


1 Inwieweit andere pflanzliche Nahrungsmittel keine Phenolase-. 
dagegen Tyrosinasereaktion geben, soll Gegenstand spaiterer Untersuchungen 


bilden. 
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Fermentreaktion deutlich nachweisbar. Bei ganz geringer aktuelle: 
Salzsiureanwesenheit war die Fermentreaktion noch in schwachem, abet 
deutlichem Mabe nachweisbar. 

Aus diesen Untersuchungen geht hervor, dal wir es in der Meta- 
oxydase mit einem Ferment pflanzlicher Produkte zu tun haben, 
das durch gewisse Ejigenschaften gegeniiber den bisher bekannten 
Oxydationsfermenten charakterisierbar zu sein scheint. Eine andere 
Frage ist, ob die Metaoxydase den echten Stoffwechselfermenten 
zuzurechnen ist. Die Tatsache, dab es in tierischen Produkten gar nicht, 
in pflanzlichen nur vereinzelt gefunden wird, die weitere Tatsache, 
da es im normalen Magensaft in kurzer Zeit definitiv zerstért wird, 
spricht nicht gerade zugunsten der Annahme, da} das Ferment in den 
Saftestrom des menschlichen und tierischen Organismus aufgenommen 
wird. Bei dem Dunkel, das trotz des groBen Forschungsmaterials auf 
dem Gebiete der Stoffwechselfermente noch immer herrscht, wire 


es aber gewagt, schon jetzt ein abschlieBendes Urteil iiber die Bedeutung 


des Enzyms abzugeben. 





\ 
Weitere Beitrige zur Kenntnis 
des Zuckerabbaues im alkalischen Medium sowie unter gleich- 
zeitiger Einwirkung von Oxydationsmitteln. 


Von 
F. Fisehler und J. Reil. 


(Aus dem Universitatsinstitut fiir Pharmaceutische und Lebensmittelchemie 
und der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie Miinchen. ) 


(Eingegangen am 12. August 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Mit der Feststellung der unter auch sehr geringer Wirkung von 
OH-lon erfolgenden zwangslaufigen Aufspaltung reduzierender Zucker- 
arten in C,-Ketten, wobei sich sehr leicht Methylglyoxal isolieren labBt', 
vor allem aber mit der Erkenntnis der tiberaus groBen Alkaliempfindlich- 
keit des Methylglyoxals? war die Frage iiber den Reduktionsmechanis- 
mus von Zuckern in alkalischer Lésung vor neue Aufgaben gestellt. 
Denn bei konsequenter Weiterverfolgung der durch das Experiment 
gewiesenen Wege erscheint es durchaus nicht unmdglich, daB die 
Reduktionswirkung iiberhaupt nicht von der ungespaltenen Zucker- 
molekel ausgeht, wie dies schon friiher, aber vielleicht nicht so betont, 
dargelegt wurde*, sondern nur von den Spaltprodukten und von diesen 
speziell vom Methylglyoxal. Denn es laBt sich schon aus den in der 
Literatur niedergelegten Daten iiber die GréBe der Cu,O- Bildung und 
Empfindlichkeit des Zuckernachweises durch alkalische Kupferlésungen 
zeigen, daB weniger alkalireiche Lésungen die Cu,O-Abscheidung im 
allgemeinen vergréBern, wobei iiberdies die Menge des zugesetzten 
Kupfersalzes, Gesamtvolumen der Lésungen und Dauer und Art der 


1 FE. Fischler, Zeitschr. tf. physiol. Chem. 157, 1, 1926; 165, 53 und 68, 
1927. 

2 F. Fischler, S. W. Souci u. K. Tdufel, Zeitschr. angew. Chem. 41, 
950, 1928. 

3 Ebendaselbst. 
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Erhitzung eine Rolle spielen. So betragt beispielsweise die Cu,O- 
Niederschlagsmenge fiir 50 mg Glykose nach Fehling bestimmt, nur 
0.0866 Cu, wahrend fiir die gleiche Menge die Bestimmung nach Ost 
0.1653 Cu ergibt, also fast 100°, mehr!. Fiir reine Methylglvoxal- 
losungen laBt sich aber zeigen, daB sie die Ost-Lésungen sehr leicht 
reduzieren, waihrend die Reduktion in Fehlingscher Lésung nur in sehr 
geringem Mabe zum Ausdruck kommt.  Fiigt man iiberdies einer 
Ost-Lésung noch 6°,, Natriuntsulfit zu, so tritt fiir die gleichen Konzen- 
trationen an Methylglyoxallésung eine schlagartige Kaltreduktion ein, 
was in einer Stabilisierung des Methylglyoxals durch Sulfit, d. h. in der 
Verhiitung von Dismutationsreaktionen der Substanz unter sich, 
am einfachsten erklarbar erscheint. Traubenzuckerlésungen zeigen aber 
auch bei vielstiindiger Einwirkung der gleichen Lésung iiberhaupt keine 
feduktion. In der folgenden Abhandlung (s. S. 166) ist gezeigt, 
daB diese Beobachtung zum Nachweis sehr geringer Mengen von Methyl- 
glvoxal in Lésungen, in denen die Anwesenheit dieser Substanz ultra- 
spektroskopisch sichergestellt war, dienen kann. Dabei ist noch auf 
einén weiteren Punkt zu achten. Man mu8 namlich die angegebenen 
Lésungen noch stark verdiinnen, wenn sehr wenig Methylglyoxal 
vorhanden ist. Dies kommt iibrigens auch fiir den Zuckernachweis bei 
Anwendung von Fehlingscher Lésung in Betracht. So laBt sich beispiels- 
weise mit stark verdiinnter Fehlingscher Lésung im enteiweibten 
Blut jederzeit leicht eine Reduktion nachweisen, waihrend das un- 
verdiinnte Reagens von der geringen Menge des Blutserumzuckers 
anscheinend nicht angegriffen wird. 


Ferner kann man mit der Lésung von Benedict? (69,3 CuSQ,, 
H,O ad 1000; 200,0 Na,C Os, 346,0 Seignettesalz, H,O ad 1000) nach 
seinen Angaben noch 0,00005°, Glykose nachweisen, in Fehling 
aber nur Mengen iiber 0,001°,, also zwanzigmal schwachere Konzen- 
trationen von Glykose bei der Benedict schen alkaliirmeren, aber kupfer- 
reicheren Lésung. 


Derlei Angaben lassen sich ungezwungen aus der Alkaliempfindlich- 
keit des Methylglyoxals erklairen. 


In den folgenden Untersuchungen wurde nun die Reduktion von 
Glykose unter spezieller Beriicksichtigung dieses Umstandes einer 
erneuten Priifung unterzogen in der Absicht, womdéglich hierdurch zu 
stéchiometrischen Verhaltnissen zwischen Zuckermenge und Cu,0- 
Niederschlag zu kommen. 


1G. Zemplén, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. I, 
Teil V, S. 191, 1922. 


2 St. R. Benedict, Chem. Centralbl. 1907, IL, 430. 
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Von der Verwendung der relativ alkaliarmsten Kupferl6sung nach 
Luff', die er in zwei Modifikationen angegeben hat, mubte Abstand 
genommen werden, da die Angaben uber deren Herstellung zu ungenau 
sind und sich die Lésungen nach Vorschrift nicht herstellen lieBen. 
Da wir weiter ziemlich ausgedehnte eigene Erfahrungen tiber die Losung 
nach Ost? haben, wurde diese herangezogen, wobei nur wenige Beispiele 
tabellarisch als Beleg angefiihrt seien. 


Was die Herstellung der Losungen nach Ost angeht, so ist, was von ihm 
auch nicht genau beschmeben ist, darauf zu achten, daB zunichst LOO g 
IK HCO, in der Kalte in Wasser gelést werden, in einer kleineren Portion 
Wasser 250 g wasserfreies K,CO,.  Hierbei diirten nicht tiber 800° com 
Wasser verbraucht werden. Zu diesem Carbonatgemisch gibt man dann 
eine wisserige Auflésung von 23,5 g kristallisiertem Kupfersulfat, das man 
in etwa LOO cem Wasser zuvor heiB gelést hatte und erkalten lieB. Sie wird 
unter standigem Umriihren in kleinen Portionen zu der Carbonat-Bicarbonat - 
losung zugetigt, damit sich das anfanglich ausscheidende basische Kupter- 
carbonat zum Kupterkomplex umwandelt und keine CO, aus dem Bi- 
carbonat entweicht. Das Ganze wird mit Wasser auf LOOO cem aufgetiillt und 
tiltriert. 

Man erhalt so eine Lésung von blauviolettem Farbton, die wesentlich 
alkaliarmer ist als Fehlingsche Lésung und sich langere Zeit unzersetzt 
aufbewahren laBt. Beim Erhitzen im siedenden H,O-Bad bis zu einer 
Zeitdauer von einer Stunde erleidet sie keinerlei Veranderung. Mit wenig 
Wasser laBt sich die L6ésung verdiinnen, viel Wasser ruft aber eine Triibung 
hervor, die aut der Lésung des Komplexes und dem Auftreten von basischem 
Kupfercarbonat beruht. 

Zur <Ausfiihrung der Versuche wurden jeweils genau abgewogene 
Mengen von Glucose oder durch genauestes Abpipettieren frisch hergestellte 
Loésungen von Traubenzucker puriss. fiir Infusion von Werck verwendet Die 
Lésungen wurden nun im stark siedenden Wasserbad genau 20 Minuten 
erhitzt. Um Oxydation durch Luftsauerstoff zu vermeiden, wurde das 
Kolbchen mit einem Bunsenventil abgeschlossen, von dem friihere Versuche 
zeigten, daB es die Einwirkung von Sauerstoff in gentigender Weise ver- 
hindert. Nach AbschluB des Erhitzens wurde das K6élbchen ungefahr 
zwei Minuten unter dem Wasserstrah] abgekiihit und das ausgeschiedene 
Cu, 0 durch einen Filtertiegel filtriert. Es ist nétig, das Kupferoxyd vor dem 
Waschen mit Wasser zuerst mit einer Kaliumbicarbonat-Carbonatlésung 
von ahnlicher Zusammensetzung, wie sie in der Ostschen Lésung vorliegt, 
zu waschen, da durch Wasser aus den dem Cuprooxydniederschlag an- 
haftenden Resten der Ostschen Losung, wie oben erwihnt, basisches Kupfer- 
carbonat ausgeschieden werden kénnte und auf dem Filtertiegel zuriick- 
gehalten wiirde. 


Die Bestimmung des Cu,O geschah oxydimetrisch. 


Zuniachst sollen die Ergebnisse einer Versuchsreihe mit wechselnden 
Mengen Ostscher Lésung tabellarisch folgen. 


' ). Luff, Zeitschr. f. d. gesamte Brauwesen 21, 392ff. und 410ff., 1898. 
2 H. Ost, Ber. deutsch. Chem. Ges. 23, L035, 1890. 
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Tabelle la. 
(Mit 30 cem Ost-Loésung.) 





Glucose Kupfer Faktor Gesamtvolumen 
mg mg ecm 
10 33,97 3,40 30 
15 51,15 3,41 30 

| 68.33 341 30 

‘25 85,59 3,42 30 


Tabelle Ib. 
(Mit 30 cem Ost-Lésung.) 





Glucose Kupfer oo Gesamtvolumen 
nig mg ecm 
10 33,70 3,37 31,0 
15 50,90 3,40 31.5 
20 67.45 3,38 32,0 
30 101,1 3,37 33,0 
40 127,9 3,20 34,0 
50 141.5 2.83 35.0 


Tabelle 11. 
(Mit 50 cem Ost-Lésung.) 








Glucose Kupfer Faktor Gefunden yon Ost 
mg mg mg Kupfer 
15 49,05 3,28 48.0 (10 Min.) 
2) 66.87 3,34 Gao «90 . ) 
30 101.40 3.39 
40 137,2 3,42 
y ma < 2 4r 165.5 (10 Min.) 
00 173,2 3.46 1678 (20 . ) 
60 206.4 3,43 196.5 (10 , ) 
70 237,0 3,39 
SO 265.5 3,32 
eT) 291.8 3,24 275.5 (10 Min.) 


Tabelle Illa. 
(Mit 60 cem Ost-Losung.) 








Glucose Kupfer Faktor Gefunden von Ost 
mg mg mg Kupfer 
20 66.78 3,34 65.5 (10 Min.) 
30 101.8 3,39 
40 157.2 5.42 
50 172.6 3.45 167.8 (20 Min.) 
60 206.8 3.44 196.5 (10 . ) 
70 240,2 3,43 
80 268.8 3,36 
90 295,2 3,28 275.5 (10 Min.) 
100 319.5 3,20 
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Tabelle II1b. 
(Mit 60 cem Ost-Lésung.) 





Fructose Kupfer wer Gefunden von Ost 
mg mg mg Kupfer 
20 69,35 3,47 _ 
30 | 106,2 3,54 
40 143.9 3,59 ‘ 
50 181,2 3,62 180.5 (15 Min.) 
60 216,9 3,61 mie e ~ > 
70 250.5 3,58 — 
80 282,7 3,53 — 
90 310.8 3,45 284.0 (15 Min.) 
100 339,0 3,39 2985 (10 , ) 


(fiir 99 mg I’ruct.) 


Fiir die vorstehenden Tabellen ist allgemein zu sagen, daB als einheit- 
liches VergleichsmaB fiir die ReduktionsgréBe ein Faktor aufgestellt wurde, 
der aus dem Quotienten aus den Zahlenwerten fiir gefundenes Kupfer und 
angewandter Glucosemenge besteht. 

Um einen Vergleich mit den von Ost selbst angegebenen Werten zu 
haben, wurden hier nicht mitgeteilte Versuche genau nach den Angaben von 
Ost selbst ausgefiihrt. Er gibt 10 Minuten Erhitzungsdauer als geniigend fiir 
ein Maximum des Reduktionsvermégens an. Das trifft aber nicht zu, 
da erst mit 20 bzw. 25 Minuten Kochdauer ein Maximum erreicht wird. 
Die Werte zwischen 20 und 25 Minuten differieren praktisch nicht mehr, 
so daB wir uns auf 20 Minuten Kochdauer festlegten. Zum Vergleich sind die 
eigenen Werte Osts in Tabelle II, Ta und IIIb in Spalte 4 angefthrt. 

Tabelle la zeigt allein eine praktische Konstanz der Werte fiir die 
enge Grenze von 10 bis 25mg Glucose bei konstantem Volumen. 
Tabelle Ib laBt aber schon die starken Abweichungen bei 40 und 
50 mg Glucose erkennen. Sie sind einmal auf nicht geniigende Mengen 
des Reagens zuriickzufiihren, ferner auch auf eine Veranderung des 
Volumens. Eine Erhéhung der Menge des Ostschen Reagens auf 
50 cem (Tabelle IL) ergibt schon eine etwas bessere Konstanz des Faktors, 
die noch deutlicher wird bei Anwendung von 60 ccm Ost-Lésung in 
Tabelle Ila und IIIb, bei welch letzterer auch eine Ausdehnung der 
Versuche auf Fructose gemacht wurde. Zur Konstanthaltung des 
Gesamtvolumens war bei den drei Versuchsreihen (Tabelle I, 11a und 
IIIb) stets mit Wasser auf 75 ccm aufgefiillt worden. Erst die Ver- 
wendung von 60 cem Ost-Lésung auf maximal 100 mg Glykose oder 
Fructose ergibt einen KupferiiberschuB, der die Erreichung von 
Hichstwerten des Cu,O-Niederschlags bei 20 Minuten Kochdauer 
verbirgt. 


Nachdem so die optimalen Versuchsbedingungen festgelegt waren, 
wurde versucht, die noch bestehenden Differenzen zwischen Cu,O- 
Niederschlag und angewandter Zuckermenge durch die Konstanthaltung 
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der Alkalitaét auszugleichen, da mit der Veraénderung der Zucker- 
konzentration bei obigen Versuchsbedingungen verschieden grobe 
Alkalimengen auf 1 mg Zucker einwirken, 


e 
Es wurde daher in weiteren Versuchen die Alkali- sowie die Kupfer 


konzentration proportional zur Menge des angewandten Zuckers gehalten. 
Dabei schwankte aber natiirlich das Gesamtvolumen. In Tabelle LV sind die 
Resultate fiir einige Glykose- und Fructosewerte mitgeteilt. 





e Tahe Lhe IV. 
Kupfer Faktor Ost-Losung H.W 
mg com cem 
Glykose 10 mg 31,12 3,1 6 4 
20 64,29 3.21 12 S 
40 135.3 3.38 24 16 
Fructose 20 mg 69.66 3.48 24 b 
50 181,2 3,62 60 15 


Also auch unter diesen Bedingungen ist eine Konstanz des Faktors 
nicht zu erzielen. Die ReduktionsgréBe wachst nicht proportional mit 
der Menge des angewandten Zuckers. 

Kine graphische Darstellung veranschaulicht am tibersichtlichsten 
die Gesamtresultate (siehe Abb. 1). 
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Der allgemeine Verlauf der ReduktionsgréBe ist ein kurvenmabiger. 
Einem niedrigeren Anfang entspricht ein bestimmtes Maximum, 
das dann wieder mehr oder weniger steil abfallt. Unter den von uns 
gewahliten Bedingungen lieB sich zwar die Kurve immer flacher gestalten, 
eine Gerade, welche der Ausdruck strenger Proportionalitat wire, 
konnte aber nicht erreicht werden. Dagegen konnte das Maximum 
der Reduktionsgr6Be bis zu 6,8°, iiber die Werte von Ost gesteigert 


) 


werden. 
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Der kurvenmabige Verlauf laBt sich ungezwungen aus der ver- 
schieden raschen Entstehung von Methylglyoxal beim alkalischen 
Zuckerzerfall erkliren. Denn die Alkalidestillation zeigt, daB zu ver- 
schiedenen Zeiten verschieden grobe Mengen dieser Substanz ins 
Destillat iibergehen. Einer anfainglichen schwachen Bildung folgt ein 
Maximum, das dann gegen Ende wieder abfallt, wie man sich leicht aus 
dem verschieden starken Ausfall der Jodoformbildung der zu_ver- 
schiedenen Zeiten aufgefangenen Destillatproben tiberzeugen kann. 
Wieder weist dies auf die Urhgberschaft des Methylglyoxals fiir obige 
Beobachtungen hin. Am einfachsten kénnen solche Beobachtungen aus 
Dismutationseinwirkungen der zeitlich in verschiedenen Mengen ge- 
bildeten Methylglyoxalquantitaten untereinander erklart werden, wobei 
sie teils im Sinne von Sauerstoff-Donatoren oder -Akzeptoren wirken. 
Unter diesen Umstanden wurde nun zur Ausschaltung dieser Méglich- 
keiten versucht, durch dauernde Zurverfiigungstellung tiberschiissiger 
Mengen Sauerstoff den Verlauf der alkalischen Zuckerspaltung ein- 
heitlicher zu gestalten. 


Selbstverstandlich haben wir auch die so ausgesprochene Kalt- 
reduktion des Methylglyoxals fiir Ost-Lésung, die einen Zusatz von 
6°, Sulfit hat, fiir unsere Versuche auszuwerten versucht. Die fir 
Zuckerlésungen aber notwendige HeiBreduktion fiihrte mun nicht zu 
einem einfachen Cu,O-Niederschlag, sondern es trat ein schokolade- 
farbener, fest an den GefaBwainden anhaftender Niederschlag auf, 
der sich schon durch diese AuBeren Merkmale von reinem Cu,0 deutlich 
unterschied. Vermutlich handelt es sich um ein Komplexsalz, in das das 
Sulfit eingetreten ist. Die Titration mit Permanganat hatte unter diesen 
Umstanden aber nur dann Aussicht auf Erfolg, wenn es gelang, den 
Niederschlag in analysenreiner Form zu erhalten. Unsere diesbeziiglichen 
Bemiithungen haben aber bisher noch nicht zum Ziel gefiihrt, so daB von 
dieser aussichtsreichen Methode bisher noch kein Gebrauch gemacht 
werden konnte. 


Die Einwirkung von iiberschiissigem H,O, auf die alkalische 
Glykosespaltung fiihrten wir zunachst genau in Anlehnung an die 
friiheren Alkalidestillationsversuche von Fischler, die ohne Zusatz von 


Oxydantien ausgefiihrt worden waren, durch. 


Im allgemeinen gingen wir bei den qualitativen Versuchen von 3,000 g 
Traubenzucker (reinst Merck) aus, die in 100 cem H,O gelést waren und mit 
der gleichen Quantitat 3°, iger, frisch hergestellter Wasserstoffsuperoxyd 
l6sung versetzt wurden. Dieses Gemisch tropfte aus einem Tropftrichter zu 
250 cem einer m/25 Na, CO,-Lésung, sowie sie ins Sieden gekommen war, 
die sich in einem Destillationskolben von 1 Liter Inhalt befand, der einen 
hohen Ansatz hatte, welcher in iiblicher Weise mit einem Liebig-Kiihle 


verbunden war. 
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Nach Verbrauch der Eintropftfliissigkeit wurde neuerdings 3°, ige 
Wasserstoffsuperoxydlésung zugetropft. 

Wahrend des Versuchs sind folgende Veranderungen bemerkbar: 
LaBbt man die Glykose-H,O,-Lésung langsam zutropfen, so tritt im 
Destillationskolben sehr bald eine deutliche Gelbfarbung durch Caramel- 
bildung auf, die aber bei rascherem Zutropfen fast augenblicklich wieder 
verschwindet und einer wasserklaren Farbung der Fliissigkeit Platz 
macht. Bei einiger Achtsamkeit gelingt es aber leicht, das Zutropfen so 
zu regulieren, da keine oder nur eine sehr geringe Gelbfarbung im 
Destillationskolben bemerkbar wird. Das unter diesen Bedingungen 
iibergehende Destillat ist wasserklar, reagiert gegen Lackmus neutral und 
hat einen deutlichen Geruch nach Acet-, vielleicht auch Formaldehyd. 
Es gibt die Jodoformprobe sechwach und nur nach laingerer Zeit. 

Fangt man dagegen Destillat auf, das durch zu langsames Zutropfen 
der Zucker-Wasserstoffsuperoxydlésung zu einer deutlichen Gelb- 
farbung im Destillationskolben gefiihrt hat, so verschwindet in dem 
wahrend dieser Zeit aufgefangenen Destillat der Acetaldehydgeruch und 
an seiner Stelle tritt der Geruch des Methylglvoxals auf, wie bei Destil- 
lationen ohne Zusatz von Oxydantien. Die Jodoformprobe ist dabei 
viel starker und tritt rascher ein. Das Destillat ist wasserklar und 
lackmusneutral. Zu bemerken ist noch, dai die im Destillationskolben 
auriickgebliebene Flissigkeit noch deutlich alkalisch reagierte. 

Zur Identitikation der im Destillat aufgetretenen Substanzen wurde 
einmal die Phenylhydrazintillung herangezogen, weiter die Fallung mit 
Dimedon!. Wahrend in den Destillaten, welche von den caramelisierenden 
Traubenzuckerlésungen stammten, sehr leicht und charakteristisch eine 
Methylglvoxalosazonfallung mit Schmelzpunkt 145 bis 147° zu erhalten 
war, der auch nach Bestimmung des Mischschmelzpunktes aus reinem 
Methylglyoxalosazon keine Depression zeigte, war aus den Destillaten, 
die von ungefarbt gebliebenen Traubenzuckerlésungen erhalten worden 
waren, keine Fallung mit Phenylhydrazin zu erzielen. Dagegen traten dort 
Fallungen mit Dimedon auf. Zu diesem Zwecke wurden 200 com des Destil- 
lates mit einer alkoholischen Lésung von 1,0 g¢ Dimethylhydroresorcin 
(Dimedon) versetzt und zu der Fliissigkeit noch LO bis 15 cem kaltgesattigte 
Kochsalzlésung zugefiigt. Der Zusatz eines Neutralsalzes beschleunigt und 
vervollstandigt die Fallung. Beim Stehen tiber Nacht schieden sich weibgelbe 
Flocken aus, die abfiltriert, dreimal aus heibem Alkohol, der bis zur eben 
bestehenbleibenden Triibung mit heiBem Wasser versetzt wurde, umkristal- 
lisiert wurden und den fiir Formaldehyddimedon charakteristischen Schmelz 
punkt von 189° zeigten. Das Filtrat blieb nun zwei weitere Tage stehen, dabei 
schied sich nochmals ein Niederschlag aus, dessen Aussehen im Gegensatz zu 
der ersten Fallung feinkristallim war. Er wurde ebenfalls dreimal wie oben 
aus heiBem Alkohol umkristallisiert und zeigte dann den Schmelzpunkt von 
139 bis 140°, der tir Acetaldehyc dimedon charakteristisch ist. Mischschmelz 


1 Der Firma Dr. Th. Schuchardt G. m. b. H. in Gorlitz sei fiir das 
iiberlassene Dimedon auch hier verbindlichst gedankt. 
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punkte mit reinen Dimedonkondensaten obiger Substanzen blieben ohne 
Depression. Damit diirtten Acetaldehyd und Formaldehyd im Destillate 
der nicht caramelisierenden, mit Oxydantien behandelten alkalischen 
Traubenzuckerlésungen nachgewiesen sein. 

Athylalkohol und Aceton, die ja auch leicht die Jodoformprobe geben, 
konnten in diesen Destillaten nicht nachgewiesen werden. Auf Athylalkoho! 
wurde mit der Bildung von Benzoesdureathylester geprutt, die negativ war, 
auf Aceton nach Legal und nach Rothera'. Beide Proben zeigten die Ab- 
wesenheit der Substanz. 

ie gleichen Proben wurden auch in den Vestillaten der caramelisieren- 
den Fraubenzuckerlésungen durvhgefiihrt, alle mit negativem Erfolg, 
so das dort allen Methylglyoxal im Destillat nachgewiesen werden konnte. 

Das Auftreten prinzipiell anderer Substanzen im Destillate der mit 
Oxydantien behandelten 'Traubenzuckerlésungen ohne da im 
Destillationskolben dabei eine Caramelisierung zu bemerken war 
muBte also der Einwirkung von Sauerstoff zugeschrieben werden 
Um einen weiteren Beweis fiir diese Ansicht zu erhalten, wurde nun zu 
der Sodalésung, in die das Traubenzucker-Wasserstoffsuperoxyd- 
gemisch zutropfte, ein Zusatz von 6°,, Natriumsulfit gemacht, von dem 
Fischler® ja friiher gezeigt hatte, da8 er die Ausbeute an Methylglyvoxal 
im Destillate wesentlich erhéht. Der Sauerstoff muBte unter diesen 
Umstanden das Sulfit zu Sulfat umwandeln, hatte also nicht die 
Méglichkeit, auf das entstehende Methylglyoxal zu wirken. Tatsachlich 
ergaben denn auch die Destillationen derartiger Loésungen, dal} trotz 
O-Uberschusses und raschen Zutropfenlassens stets eine Gelb-Braun- 
firbung des Inhaltes des Destillationskolbens eintrat und das im 
Destillate nur Methylglvoxal und keine andere Substanz nachgewiesen 
werden konnte. Zugleich war die Sulfatreaktion im Riickstand sel 
ausgesprochen. Damit sind die Veranderungen der Destillatzusammen- 
setzung unter Zufiigung von ¢ )-UChersebuB einwandfrei auf die Sauerstoff- 
wirkung zuriickgefthrt. 

Es galt nun, den ganzen Vorgang auf reine Methylglyoxallésungen 
zu ibertragen. Um uns kurz zu fassen, so lieben sich damit genau dir 
gleichen Beobachtungen machen, wie wenn man von reinen Traubenzucker- 
lisungen ausgegangen wire. Damit diirfte Methylglyoxal als Schliissel- 
substanz aller dieser beschriebenen Versuchsresultate erwiesen sein. 

Es galt nun, den Vorgang noch quantitativ zu verfolgen. Die 
Abscheidung der Dimedonkondensate von Acetaldehyd und Formalde- 
hyd erschien geeignet insbesondere, da es sich anseheinend nur um 
diese Substanzen handelt —, zu einer praktisch brauchbaren quanti- 
tativen Vorstellung zu fiihren. Es wurde daher mglichst sorgfaltig 
gearbeitet und die Destillation von je 3 g Glykose zu Ende gefiihrt, 


' Vel. Engfeld, diese Zeitschr. 159, 254, 1925. 
2 F. Fischler, 1. c. 
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wobei einmal das Ausbleiben der Jodoformreaktion in den letzten 
Anteilen des Destillates maBbgebend war, andererseits der Riickstand mit 
Phenylhydrazin auf das Ausbleiben einer Traubenzuckerosazonfallung 
genauestens geprift wurde.  Selbstverstandlich wurde dazu mehr 
Wasserstoffsuperoxyd und mehr Natriumcarbonat gebraucht, die im 
AusmaBbe der tibergegangenen Destillatmengen zugefiigt wurden, wobei 
solche bis etwa 1700 cem erreicht wurden. Die Versuche wurden in 
gleicher Weise auch auf Fructose ausgedehnt. 
Als Resultate der fraktionierten Dimedonfallung seien einige 
Beispiele gegeben: 
Protokoll IT: 3.000 g Glykose ergeben 051°, Formaldehvd 
L,13% Acetaldehyd 


Protokoll IT : 3,000 ¢ Glykose ergeben 0,.57°, Formaldehyd. 
1L.40°. Acetaldehyvd 
Protokoll IIL: 3,000 g¢ Fructose ergeben 0.30°,, Formaldehyd., 
3.16°,, Acetaldehyd 
Protokoll IV: 3,000 g Fructose ergeben 6,29°,, Formaldehyd, 
$3.12°,, Acetaldehyd 

Die Werte geben natirlich keinen genauen Einblick, sondern eine 
nur praktisch brauchbare Schatzung tiber die GréBe und Art des 
oxydativen alkalischen Zuckerzerfalles. Es mu auffallen, dab die 
Werte fiir die Aldehyde sehr niedrig sind. Das forderte dazu auf, 
den Riickstand im Kolben genauer zu untersuchen. Zunachst wurde 
hierfiir mit Phosphorsiure iibersiuert und nun so lange destilliert, 
bis das Destillat keine saure Reaktion mehr gab. 

In dem so erhaltenen Destillat konnten nur geringe Mengen von 
Essigsiure und Ameisenséiure nachgewiesen werden, die Priifung auf 
Oxysauren, insbesondere Milchsiure, verlief negativ. Auch durch 
Ausiithern des Riickstandes konnten keine weiteren Sauren erhalten 
werden. Dab der Zucker voéllig zersetzt war, ging aus dem Fehlen 
jeglicher Reduktionswirkung des Riickstandes hervor, sowie aus dem 
negativen Ausfall einer Phenylosazonfaillung. Oxalsiure konnte im 
Riickstand nicht gefunden werden. Bei der quantitativ recht geringen 
Menge der ins Destillat iibergegangenen Sauren mubte der Zucker daher 
groBtenteils bis zu CO, aufgespalten sein. 

Um diese Ansicht zu verifizieren, gingen wir dann folgendermaben 
vor. Wir ersetzten das H,O, durch Bariumsuperoxyd, das auf Kohlen- 
siurefreiheit gepriift war. 5g in Wasser aufgeschlammtes Barium- 
superoxyd (300 cem) wurden zum Sieden erhitzt und dazu 200 com einer 
1,5°, igen Traubenzuckerlésung zugetropft. Die Fliissigkeit farbte sich 
bald braun, Acet- und Formaldehyd waren im Destillat nicht nachweis- 
bar, wohl aber Methylglyoxal. Die langsamere Abgabe des Sauerstoffs 
aus BaQO, veranlabte hier also einen nicht streng oxyvdativen Zucker- 


abbau. Dem wurde dadurch begegnet, daB wir die Zuckermenge 
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bedeutend verringerten und in grober Verdiinnung zum Bariumsuper- 
oxyd zutropften. Bei Verwendung von 0,100 g Glykose in 100 com 
Wasser blieb nunmehr jede Gelb-Braunfirbung der Fliissigkeit aus. 
Im Destillat trat jetzt deutlich Acetaldehydgeruch auf, Methylglyoxal 
konnte aber nicht mehr nachgewiesen werden. 


Fiir die Bestimmung der gebildeten Kohlensaure wurde die Fliissigkeit 
im Kolben nach Beendigung der Destillation iiltriert und der erhaltene 
Niederschlag getrocknet. Er wurde sodann in ein K6élbchen eingetiillt, 
dessen Oifnung einen dreitach durchbohrten Gummistopfen trug. Durch die 
mittlere Durchbohrung fuhrte ein klemer Tropftrichter, der Schwefelsaure 
enthielt, die beiden anderen Durchbohrungen waren mittels Glasrohr und 
daran angepaBter Gummischlauch einerseits mit einem Gasbehalter ver- 
bunden, der trockene kohlensiurefreie Luft enthielt, andererseits mit einem 
CaCl,-Rohr. Nachdem die gesamte Apparatur durch Hindurchleiten des 
(iasstromes kohlensauretrei gemacht war, wurde an das Chlorcalcitumrohi 
ein Kaliapparat angeschlossen, wie er zur Wagung der Kohlensaure bei det 
Elementaranalyse verwendet wird. Nun wurde durch Hinzutropfen det 
Schwefelsiure und maBiges Erwairmen die Kohlensiure aus dem Baryt- 
niederschlag in Freiheit gesetzt. Dabei wurde stindig auch ein schwachet 
Strom von trockener kohlensauretreier Luft durchgeleitet. Die Zunahme des 
Gewichts des Kaliapparates ergab die Menge ausgetriebener Kohlensaure. 

Folgende Tabelle ergibt die Durchschnittswerte dieser Bestimmungen. 


Tabelle V. 


Kohlensiurebildung aus 0,1 g Glykose bei oxydativer alkalischer Spaltung. 





Angewandt 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 


0,1 g Glykose in 100 cem H, 0 
5e¢ Ba Oy, in 200 com Wasser 93.6 9%, 91.9% 922°, 


Im Mittel: 92.5% CO, 


Rechnet man die gefundenen Durchschnittswerte zusammen: 
CO, 92,5°,, Acetaldehyd 3°, Formaldehyd 0,5", so erhalt man 96°, 
dazu kommen noch etwa 1°,, Sauren des Riickstandes, so daB man auf 
annihernd 100°, der gefaBten Spaltprodukte kommt, wenn man die 
unvermeidlichen Verluste der Arbeitsmethoden in Betracht zieht. 

Als wesentliches Ergebnis dieses Teils der Untersuchung zeigt sich 
aber auch hier wieder die Schliisselstellung des Methylglyoxals. Mittels 
der Destillationsmethode liBt sich ferner der Weg der Zuckerabspaltung 
tiber die C,-Ketten und die Weiterverinderung des Methylglyoxals 
unter SauerstoffiiberschuB verfolgen. 

Nun wurde mit der gleichen Methodik die Einwirkung von Oxy- 
dationsmitteln auch noch auf Polysaccharide ausgedehnt, nachdem 
Fischler’ gezeigt hatte, daB Rohrzucker in alkalischer Lésung durch 


1 F. Fischler, Zeitschr. f. angew. Chemie 42, 682, 1929. 
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Wasserstoffsuperoxyd in Monosen zerlegt werden kann, wobei stark 
reduzierende Eigenschaften hervortreten. Werden ferner Rohrzucker- 
lésungen mit KOH behandelt und mit Jodkali tiberschichtet, so bildet 
sich allmahlich ein sehr deutlicher Ring von Jodoform aus. 

In der Versuc hsanordnung hielten wir uns an die vorstehend bei Trauben- 
zuckerloésung geschilderte. Wir gingen von 3 g Rohrzucker aus, der ja im 
Handel bekanntlich in groBter Reinheit zu erhalten ist. Auch bei der al- 
kalischen oxydativen Rohrzuckerspaltung trat bei einigen Versuchen eine 
schwache Gelbfarbung der Fliissigkeit im Kolben auf, die durch rascheren 
ZutluB des Oxydationsmittels wieder aufgehoben wurde. 

Die Untersuchungen des Destillates und des Sdauredestillates 
gestalteten sich wie bei Glucose und Fructose. Zur Untersuchung kamen 
nur solche Destillate, die iibergegangen waren, ohne dab die Fliissigkeit 
im Kolben sich irgendwie verfarbt hatte. Sie waren farblos, reagierten 
neutral und zeigten deutlich den Geruch nach Aldehyden, nur etwas 
schwacher als bei Glykose oder Fructose. Aceton und Athylalkohol 
konnten nicht gefunden werden. Die Proben auf Form- und Acetaldehyd 
waren dagegen positiv. 

Beide Aldehyde wurden mit der Dimedonmethode abgefangen und 
gewogen. Die Kondensationsprodukte hatten den Schmelzpunkt 
138 bis 139° und 189°, womit sie als Acet- und Formaldehyddimedon 
bestimmt waren. Mischschmelzpunkte der erhaltenen Praparate mit 
reinen Dimedonkondensaten ergaben keine Erniedrigung des Schmelz- 
punktes. Uber die quantitativen Verhaltnisse sei folgendes ausgesagt : 

Fur 3g Rohrazucker wurden 0,33°,, Formaldehyd und 0,45", 
Acetaldehyd als Durchschnittswerte mehrerer Bestimmungen gefunden. 

Der bei der Destillation verbliebene Riickstand wurde auf Oxal-, 
Brenztrauben- und Milchséure untersucht. Alle Proben waren negativ. 
Kin anderer Teil des Riickstandes wurde mit Phenylhydrazin behandelt, 
wobei kein Niederschlag auftrat. Der Rohrzucker war daher véllig 
zersetzt, da Monosen so nicht nachzuweisen waren. Auch nach Saure- 
einwirkung blieben Reduktionsversuche mit Fehling erfolglos. 

Die Destillate reduzierten Calomellésung und ergaben damit die 
Anwesenheit von Ameisensiure. Essigsiiture konnte nach Neutralisation des 
Destillates und nachherigem Eindampfen durch Behandlung des so erhal- 
tenen Riickstandes mit Natriumbisulfat nachgewiesen werden. Endlich 
wurde versucht, durch Extraktion des Sauredestillates und des im Kolben 
verbliebenen Riickstandes mit Ather andere Saéuren aufzufinden, doch 
verlief diese Priifung negativ. 

Um nun GewiBheit dariiber zu erlangen, daB die Aufspaltung des 
Rohrzuckers durch Sauerstoff erfolgte, wurden noch Destillations- 
versuche mit anderen Sauerstoff abgebenden Mitteln ausgefiihrt, 


zunachst mit Halogenen. 
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Labt man zu der siedenden m 25 Natriumcarbonatlésung aus dem 
Tropttrichter eine Lésung von 3g Rohrzucker in 1l0O0 ccm gesittigten 
Chlorwassers LOO com reinen Wassers zutropfen, so laBt sich im Destillat 
durch Phenylhydrazin leicht Methylglyoxal abscheiden, das nach dem 
Umkristallisieren einen Schmelzpunkt zwischen 147 und 148° zeigt und nach 
Kristallform und Aussehen mit Methylglyoxal-Phenylosazon iibereinstimimt. 
Zur niheren Identifikation wurde bei zwei Proben auch noch der Stickstoft- 
gehalt der Substanz bestimmt. 





Gefunden I I] Berechnet 


N 22,12 % 22,17 % 22,22 % 


Es lag demnach Methylglyoxal-Phenylosazon vor. Weitere 200 cem des 
Destillates wurden mit Dimedon versetzt, um die Bildung von Acet- ode 
Formaldehyd festzustellen. Doch war keine der beiden Verbindungen 
nachzuweisen. Der Destillationsriickstand reagierte bei allen Versuchen am 
Ende noch alkalisch. 

Die Versuche mit Jodlésung wurden in der Weise angestellt, daB 
3g Saccharose in 100 cem n 20 Jodlésung mit 250c¢cem m 25 Natrium- 
carbonatlésung destilliert wurden. Man erhalt so Destillate, welche farblos 
sind und den Geruch nach Methylglyoxal wahrnehmen lassen.  Stérend 
macht Sit h hier aber bemerkbar, dah Jod Ins Destillat mit iibergeht. Sowohl!l 
im Kolbenriickstand wie in der Vorlage finden sich mehr oder minder 
geringe Mengen von Jodoform wie schon am Geruch deutlich wird. Sie 
wurden zum Teil isoliert und durch die Bestimmung des Schmelzpunktes, 
der bei 120° lag) wie auch durch die charakteristische Kristallbildung als 
solche erkannt. Durch Zusatz von Kalilauge und weiterer Jodlésung zum 
Destillat konnte neuerdings Jodotorm abgeschieden werden Fiir die 
Fiaillung des gebildeten Methylgiyoxals als Osazon mit Phenylhydrazin 
mute das Destillat erst durch Thiosulfat vom iibergegangenen Jod betreit 
werden. Es konnte aber auch so nicht erreicht werden, gréBere Mengen 
eines Niederschlags. die fiir eine Identitikation geniigt hiitten, zu 
erhalten. Trotzdem mute wegen der Jodoformbildung Methylglyoxa! 
entstanden sein. 


Bei der Alkalidestillation des Rohrzuckers mit Bromwasser war jedoch 
die Methylglyoxalbildung unsicher. 


Wir sind daher zu Destillationen mit Permanganat tibergegangen. 
Dabei zeigte sich, da} zu wenig verdiinntes Permanganat den Zucker 
derart rasch angreift, daB in der Vorlage kein Methylglyoxal gefunden 
werden konnte. 


Protokoll: 3g Rohrzucker werden in LOO cem Wasser und 50 ccm 
n LO KMnO,-Léosung aufgelést und zu einer in maBigem Sieden gehaltenen 
Losung von 250 ccm m/25 Natriumcarbonat zugetropft. Das Destillat ist 
farblos und hat einen fiir Methylglvoxal charakteristischen Geruch. Doch 
gelang seine Abscheidung nicht. Der Riickstand zeigt gelbe Farbung. 
Filtriert man das abgeschiedene MnO, ab und fallt mit Phenylhydrazin 
so erhalt man nach einigen Stunden Erwiirmen eine gréBere Menge eines 
gelben, geballten Niederschlags, dessen Schmelzpunkt nach wiederholtem 
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Umkristallisieren 203° zeigte. Es kann sich hier nur um Glucose- bzw 
Fructoseosazon handeln. Die Bildung dieses Osazons dart bei der alkalischen 
Reaktion der Losung als Beweis ftir die Aufspaltung des Rohrzuckers unter 
dem EinfluB8 eines Oxydationsmittels in Glucose und Fructose angesehen 
werden, da Rohrzucker fiir sich ja kein Osazon bildet. 

In einem anderen Versuch, in dem bei einem Ansatz von LOO cem 
n 20 KMnO,-Losung die Destillation ausgeftihrt wurde, Lieb sich eine 
deutliche Triibung des Destillates bei Versetzen mit Jodloésung und ver 
diinnter Kalilauge nach einigem Stehen erzielen mit starkem Jodoftorm 
geruch. Man mu annehmen, dai hie Methy Igivoxal in geringer Menge in 
das Destillat tibergegangen wat 


Die Versuche der Destillation anderer Zuckeranhydride, Reis- 
stirke, Kartoffelstarke, Trehalose, Glykogen, lieBen ebenfalls in das 
Destillat Methylglyoxal iibergehen. Hieraus darf der SchluB abgeleitet 
werden, daB die alkalische oxydative Aufspaltung von Zuckeranhydriden 
verschiedenster Art in Monosaccharide gelingt, die dann weiter der 
iiblichen Spaltung unterliegen. 

Die Alkalidestillation des Rohrzuckers und anderer Zuckeranhydride 
mit Sauerstoff hat zu prinzipiell gleichartigen Ergebnissen gefiihrt wie 
diese Destillation bei Hexosen. Sie hat noch eine Erganzung erfahren 
durch die Vornahme der Destillation mit Halogenen, besonders Hypo- 
chlorit und Hypojodit sowie Permanganat an Stelle von Wasserstoff- 
superoxyd. Wahrend damit aber Acet- und Formaldehyd gebildet 
wurden, konnte bei Anwendung von Halogen oder Permanganat im 
Destillat nur Methvlglyoxal nachgewiesen werden. Diese Tatsache labt 
sich nicht anders erklaren als durch einen den Hexosen analogen Abbau 
iiber C,-Ketten. Dafiir spricht auBerdem die Caramelisation der Fliissig- 
keit im Kolben bei zu langsamer Sauerstoffabgabe. Nun wird aber 
Saccharose durch Alkali nicht aufgespalten, wie schon lange bekannt ist 
und fiir die Destillationsmethode speziell von Fischler und Lindner! 
bestatigt wurde. Es mu zur Deutung der oben erhaltenen Kesultate 
angenommen werden, dai unter der Wirkung freien Sauerstoffs 
Rohrzucker zuerst in Monosen aufgespalten wird, die dann dem weiteren 
Zugriff des Alkalis zuganglich sind und so die bekannten Produkte des 
Hexoseabbaues liefern. Ist hier Sauerstoff im UberschuB vorhanden, 
so verandert sich das gebildete Methylglvoxal sofort in Acet- und Form- 
aldehyd, CO,, Ameisen- und Essigsaéure, wie dies in den vorhergehenden 
Abschnitten genauer geschildert ist. Im Falle des Hypochlorits und 
Hypojodits bleibt die Reaktion bei Methylglyoxal stehen. Offenbar 
geben diese beiden Oxydantien in der carbonatalkalischen Losung nicht 
genug Sauerstoff ab, um das gebildete Methylglvoxal weiterhin zu 


verandern. 


| F. Fischler u. A. Lindner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 174, 237, 1928. 
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Die Aufspaltung des Rohrzuckers einer Saurewirkung der ver- 
wendeten Reagenzien zuzuschreiben, kann durch die stindig alkalische 
Reaktion der Flissigkeit widerlegt werden. 

Die Frage nach der Art der Sauerstoffeinwirkung auf die Zucker- 
anhvdride durfte dahin beantwortet werden, daB man an eine Sauerstoff- 
anlagerung an die O-Briicke des Zuckeranhydrids zu denken hat, 
vielleicht ahnlich einer Ozonidbildung, deren Labilitat bekannt ist und 
den Ort fiir die Zerfallsméglichkeit der Zuckeranhydride bilden kann. 
Diese Vorstellung kann natiirlich nur in der Form einer Vermutung 
ausgesprochen werden, da der Nachweis eines Ozonids in Gegenwart von 
H,QO, begreiflichen Schwierigkeiten begegnet, deren Meisterung nicht 
gelang. Dali} man es aber mit einer Wirkung des Sauerstoffs zu tun hat, 
geht aus dem prinzipiell gleichartigen Verlauf der alkalischen Zucker- 
anhydridspaltung unter der Wirkung der verschiedensten Oxydations- 
mittel hervor, wie dies Fischler bereits bei der Beobachtung des 
Auftretens eines Jodoformrings bei der Schichtprobe alkalischer Rohr- 
zuckerlésung mit Jodjodkali ausgefiihrt hat. 

Prinzipiell wichtig und bisher in der Literatur unseres Wissens noch 
nicht hervorgehoben erscheint aber die Tatsache, dais die Zucker- 
anhydride unter Sauerstoffwirkung einen Zerfall in Monosaccharide 
erfahren. Dieser Weg diirfte auch biologisch im Pflanzen- und Tier- 
organismus eine Rolle spielen. 

Die Hauptergebnisse dieser Untersuchungen lassen sich kurz 
folgendermaBen zusammenfassen: 

1. Unter besonderer Beriicksichtigung der aus den Arbeiten Fischlers 
und seiner Mitarbeiter erkannten iiberaus groBen Alkaliempfindlichkeit 
des Methylglyoxals wurde die Kupferreduktion von Glykose und 
Fructose einer speziell dieses Moment beriicksichtigenden Nach- 
untersuchung unterzogen, mit dem Endziel der Aufgabe, womdglich 
st6chiometrische Beziehung zwischen Zuckerabbau und Reduktionsgr6éBe 
der Kupfersalze zu erhalten. 

2. Es gelang, die kurvenmabig verlaufende Reduktionsgrébe zwar 
immer flacher zu gestalten, ohne da eine Gerade erreicht wurde. 
Eine stéchiometrische Beziehung konnte jedoch nicht festgestellt 
werden, was einerseits auf die im Verlauf der Zuckerspaltung offenbar 
nicht immer quantitativ gleichmabige Bildung von Methylglyoxal 
zurickgefiihrt werden darf, andererseits auf Umsetzungen, die unter den 
gebildeten Mengen Methylglyoxal untereinander im Sinne von Wasser- 
stoffakzeptoren oder Sauerstoffdonatoren (Dismutation) sowie durch 
Caramelbildung erfolgen. 


3. Gestaltet man unter Wahrung der geringen O H-lon-Konzen- 
tartion durch zur Verfiigungstellen geniigender Mengen Sauerstoff den 
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Zuckerabbau einheitlicher, so erhalt man im Destillat prinzipiell andere 
Spaltprodukte als bei der gewéhnlichen Alkalidestillation, namlich 
Acet- und Formaldehyd an Stelle von Methylglyoxal, im Rickstand 
Kohlen-, Essig- und Ameisensaiure. Die Summe der gefaBten Abbau- 
produkte erreichte nahezu 100 

4. Destilliert man Methylglvoxal in derselben Weise, so erhalt man 
die gleichen Produkte, wie wenn man von Hexosen ausgegangen ware. 
Die Reduktionswirkung der Zucker ist damit auf ein einheitliches 
Prinzip zuriickgefihrt. 

5. Eine oxydative alkalische Einwirkung auf Zuckeranhydride 
bewirkt Lésung der Anhydridbildung.  Verschiedene angewendete 
Sauerstoff abgebende Mittel (H,O,, Hypochlorit, Hypojodit und Per- 
manganat) wirken prinzipiell gleichartig, womit dargetan ist, dab dem 
Sauerstoff diese Wirkung zukommt. 

6. Auch die oxydative alkalische Zuckerspaltung der verschie- 
densten Zuckerarten liefert unter den hier innegehaltenen Bedingungen 
den Beweis, daB diese Spaltung iiber die Bildung von C,-Ketten 


verlauft, wobei Methylglyoxal die Schliisselsubstanz bildet. 


| Chemische und phystkalisch-chemische Studien 


iiber Methylglyoxal und dessen Beziehungen zur alkalischen 
Traubenzuckerspaltung. 


Von 
F. Fisehler, H. Hauss und K. Tiufel. 


(Aus dem Universitaétsinstitut und der Deutschen Forschungsanstal!t fiir 
Lebensmittelchemie in Miinchen.) 


(Eingegangen am 12. A ugust 1930.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die Forschung iiber den Zerfall des Traubenzuckers im tierischen, 
namentlich aber im pflanzlichen Stoffwechsel, halt heute bei der Vor- 
stellung, da das Methyglyvoxal die Schlisselsubstanz dafiir darstellt, 
eine Formulierung, die vor allen Dingen den grundlegenden Unter- 
suchungen Carl Neubergs zu verdanken ist. 

Methylglyoxal als Ketoaldehyd stellt eine ungemein reaktions- 
fihige Substanz dar. Es erhellt daraus — namentlich im Hinblick 
auf die auBerordentlich gering erscheinenden Beeinflussungsméglich- 
keiten im Stoffwechsel der Tiere und Pflanzen —-, gerade den aller- 
geringsten Verschiebungen chemischer und physikalischer Art bei 
Studien tiber Methylglyoxal die gréBte Aufmerksamkeit zu schenken. 

Die vorliegende Studie ging zunachst darauf aus, Methylglyoxal in 
moglichst reinem Zustande darzustellen, denn bei der schon erwahnten 
auBerordentlichen Reaktionsfihigkeit dieses Stoffes, vor allem bei 
der von F. Fischler zuerst erkannten Labilitét gegeniiber Alkali 
wobei durch héhere OH-lonenkonzentration ein fast augenblickliche1 
Zerfall der Substanz unter Verlust ihrer Reduktionsfahigkeit statt- 
findet mu die Reindarstellung auf besondere Schwierigkeiten 
stoBen. Es muBte fernerhin versucht werden, den Weg der Alkali- 
einwirkung genauer festzulegen, weiterhin noch die Methodik fiir den 
exakten Nachweis des Methylglvoxals auszugestalten, wozu das 
Absorptionsvermégen von Methylglyoxallésungen im_ ultravioletten 
Lichte herangezogen wurde. Da der Traubenzucker als Muttersubstanz 


zu gelten hat, muBte fernerhin die Einwirkung sehr geringer Alkali- 
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mengen auf" ‘aubenzucker fiir das Entstehen des Methylglvoxals unter 
Zuhilfenahme ‘es ultraspektroskopischen Nachweises studiert werden. 
Vergleichende Untersuchungen in entsprechend sauren Losungen lagen 
weiter namentlich in Anlehnung an die Beobachtungen von B. Ble yer 
und H. Schmidt! tibe: die Veranderung der Mutarotation des Trauben- 
zuckers nahe. 


Da Milchsiure unter dié am langsten bekannten und stabilsten 
Produkte der ‘Zuckerspaltung gehért und ihre Enstehung durch Auf- 
nahme von Wasser aus Methylglvoxal erwiesen ist, mubte  ferner 
experimentell gepruft werden, ob aus Milchsaéure oder ihren Salzen 
durch Wasserentzug unter bestimmten Bedingungen Methylglvoxal 
zuruckzuerhalten ist. 


I. Reindarstellung des Methylglyoxals, 


Ohne auf die in der Literatur beschriebenen verschiedenen Ent- 
stehungsméglichkeiten von Methylglyoxal naher einzugehen?, seien 
hier nur Darstellungen genannt, mit denen es gelingt, gréBere Mengen 
von Methylglyoxal zu erhalten, 


Pinkus*® destillierte Dioxyaceton mit Schwefelsaiure (1:5) und erhielt 
ein Destillat, das reichlich Methylglyoxal enthilt. Newberg, Farber, Levite 
und Schwenk* konnten die Pinkussche Versuchsanordnung so abiéndern, 
daB sie bis zu 94°, Ausbeute der Theorie an Methylglyoxal erhielten. 

Aus eigenen Versuchen geht hervor, daB man nach diesem Verfahren 
wohl eine nahezu quantitative Umsetzung von Dioxyaceton zu Methyl- 
glyoxal erzielen kann, aber die Losungen sind recht verdiinnt, meist L- bis 
2°% ig- 
Um nun hohere Konzentrationen an Methylglyoxal zu erhalten, 
wurden 5 g Dioxyaceton, die in 50 cem Wasser und LO com konzentrierter 
Schwefelsiure gelést wurden, im Vakuum bei 32° und LO mm Wasserdruck 
destilliert. Durchschnittlich erhalt man so 3- bis 4°, ige Lésungen, die aber 
sehr stark sauer reagieren. 

6- bis 7% ige Lésungen erhailt man, wenn man Dioxyaceton anstatt in 
Wasser in 3°, igem Methylglyoxallésungen lést und der Vakuumdestillation 
unterwirtt. Auch diese Lésungen sind stark sauer. 

Sjollema und Kam?*® anderten die Methode von Pinkus weiter ab, 
indem sie die Destillation von Dioxyaceton und Schwetfelsiure unter 
Zusatz von Aluminiumsulfat vornahmen. Sie brachten das Methylglyoxal 
als Semicarbazid zur Wagung und erreichten eine Erhéhung der Konzen 
tration der Methylglyoxallésungen um etwa 20°,. 


1 Diese Zeitschr. 135, 546, 1923; 188, 119, 1923. 

2 Siehe Herbert Hauss, Inauguraldissertation Miinchen 1930. 

3G. Pinkus, Ber. 31, 31, 1898. 

4 C. Newherg, E. Fdrber, A. Levite u. E. Schwenk, diese Zeitschr. S88, 
262, 1917. 

5 Sjollema u. Kam, Rec. des traveaux chimiques des Pays-Bas. 36, 
L86. 
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Wenn man nun das Aluminiumsulfat bei den } schriebenen 
Vakuumdestillationen anwendet und das Destillat | nsweise auf- 
fangt, so erhalt man sehr hochprozentige Methylg! i iésungen, wie 
aus der Tabelle | hervorgeht. Zur Anwendung kamen: 5 g Dioxyaceton 


+ HOcem H,SO, (d 1,23) + 3g Al,(SO, 


Tabelle I. 


T 





Temperatur ruck Gehalt 
0 ( nm 

Fraktion 1 (4ceem) .... 38 12 0,084 
~ i gs Bae 32 12 0,162 
os @ .) 34 12 0,557 

2 eee 37—40 14 2.32 

. 2 Saree 28 10 10,7 
a 6 (5 ee peed. 28 10 10.72 


Im Laufe der vorliegenden Untersuchungen wurde folgende Ver- 
suchsanordnung endgiiltig: 

5g Dioxyaceton werden mit 50cem H,SO, (d 1,23) und 3¢ 
Aluminiumsulfat der Vakuumdestillation unterworfen. Nachdem die 
ersten 20 cem des Destillats abdestilliert sind (dieselben kénnen ver- 
nachlissigt werden, da sie unter 0,5°,, Methylglyoxal enthalten), wird 
eine Fraktion von 15 bis 20 ecm aufgefangen, die bis zu 17,66° ,, Methyl- 
glvoxal enthalt. 

Aber alle nach den bisherigen Methoden erwahnten Darstellungen 
fiir Methylglvoxal liefern ein unreines Produkt insofern, als diese 
Lésungen stark sauer reagieren. Die Verunreinigung besteht sicher 
zum tiberwiegenden Teile aus Milchsaure, da die Probe nach Denigés! 
schon in der Kalte beim Versetzen der Lésung mit einigen Tropfen 
1°. iger alkoholischer Guajakollésung und dem Unterschichten mit 
konzentrierter Schwefelsiure einen oft sehr starken roten Ring ent- 
stehen laBt. Die Siuerung wurde titrimetrisch verfolgt. Sie nimmt mit 
héherprozentigen Lésungen zu. So verbrauchte z. B. Leem einer 
14°, igen Methylglyoxallésung 2,32 cem n/10 KOH. Der Gehalt an 
Methylglyoxal wurde nach der von Fischler und Béttner? angegebenen 
Methode jodometrisch bestimmt (lcem n/10 Jodlésung = 0.0009 g 
Methvlglyoxal). 

Durch Anderung der Methodik wurde nun versucht, ein méglichst 
siurefreies Destillat zu erhalten. Bei der bekannten Empfindlichkeit 
des Methylglyoxals gegen starke OH-lonkonzentrationen wurde zu- 
nichst eine Destillation unter Anwendung von Natriumbicarbonat 


1G. Denigés, Zeitschr. f. anal. Chem. 50, 189, 1911. 
2 R. Béttner u. F. Fischler, ebendaselbst 74, 28, 1928. 
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versucht. [ine sanere, 1°, ige Methylglvoxall6sung wurde mit Natrium- 
bicarbonat vuter \erwendung von Methylorange als Indikator ab- 


gestumpft wid der gewéhnlichen Destillation unterworfen. Zwar 
reagierte das .rhaitene Destillat schwacher sauer, gleichzeitig sank 
aber auch der G in Methylglyoxal von | auf 0,63°,. Das gleich- 
zeitige Auftrete: iner braunfarbung im Destillationskolben weist 


auf Karamelisierung hin, worauf neben der Empfindlichkeit gegen 
OH-lonen die Abna)ime des Destillats an Methylglyoxal zuriickzuftihren 
sein durfte. Weitere \ ersuche ergaben ein ahnliches Resultat. 


In Anlehnung an die Pest\'ationsversuche von Traubenzucker 
nach Fischler unter Zusatz von Natriumsulfit wurde eine Zuriick- 
dringung der Karamelisicrung versucht. Es gelang hierdurch, die 
Karamelisierung zwar zu vermindern, doch mul} der erhaltene geringe 
Gehalt an Methylglyoxal im Destillat durch seine Zerst6rung wegen 
der stirkeren OH-lonkonzentration des Natriumsulfits  erkliart 
werden. Das Destillat enthielt nur noch 0,25°,, Methylglvoxal, reagierte 
sehr schwach sauer und gab keine Milchsiurereaktion mehr.  Fihrt 
man denselben Versuch im Vakuum aus, so erhalt man 0,8°,ige 
Losungen, die ganz schwach sauer reagieren und die Milchsdurereaktion 
erst nach einigem Stehen zeigen. 


Nun wurde eine Destillation tiber Bariumcarbonat versucht, von 
der Erwigung ausgehend, daB die geringe Léslichkeit des Barium- 
carbonats nur eine sehr geringe Hydroxvlionkonzentration — ent- 
stehen laBt. Aber auch bei diesem Versuch tritt Karamelisierung ein, 
und der Gehalt an Methylglyoxal im Destillat sinkt betrachtlich. Nun 
wurde tiber Bariumearbonat bei 30 mm Wasserdruck destilliert. Dieser 
Versuch verlief erfolgreich. Im Destillationskolben tritt keine Braun- 
firbung auf, das Destillat reagiert neutral, die Guajakolreaktion fallt 
negativ aus, und bei Verwendung von 14°. igen, noch saueren Methyl- 
glvoxallésungen als Ausgangsmaterial, erhalt man nach dieser Methode 
1.4- bis 1.8 °,ige neutrale Lésungen. Durch Titration mit n/l00 KOH 
unter Verwendung von Phenolphthalein als Indikator und unter Be- 
ricksichtigung des Sauregehalts des destillierten Wassers konnte pro 
10 cem dieser 1,4 °,,igen Lésung nur noch eine Siuremenge entsprechend 
0.03 cem n 100 KOH festgestellt werden. Man erhalt also auf diese 
Weise eine Methylglvoxallésung, die praktisch von Saure frei ist. 

Eine Methode zur Reindarstellung von Methylglyoxal in hoher Konzen- 
tration wurde nun auch von H. O. L. Fischer und C. Taube' angegeben. 
Das nach dieser Methode gewonnene Methylglyoxal zeigt aber auch sauere 
Reaktion und gibt die Milchséurereaktion nach Denigés. Sie hat fiir unsere 


1 H.O. L. Fischer u. C. Taube, Ber. 57, 11, 1502, 1924; 59, 857, 1926; 


62, 864, 1929. 
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Untersuchungen intolgedessen keinen Vorzug gegentiber den mit Schwetel- 
siure aus Dioxyaceton gewonnenen Methylglyoxallésungen. Da aber auch 
hier, wo es sich um reines Methylglvoxal handeln soll, stets Saure als Begleites 
auftritt, so wurde in weiteren Untersuchungen der Frage nachgegangen, 
ob etwa in den Loésungen ein Gleichgewicht zwischen M sthylglyoxal und 
Milchsaiure besteht. Die Beantwortung dieser Frage ersieht man aus 
Tabellen Il und Ill, wo fiir zwei Methylglyoxatiésungen verschiedenet 
Konzent ration die Sauremenge titriert und als Mil hsiure berechnet wurde. 


Tabelle 11. 











l 2 4 ) ( 
Gehalt der Loésung an Gehalt der Lisung an , 
Methylglyoxal Siure ~~ 
Verdiinnung Vet a 
des Methyl- Methyiglvoxal Methylglyoxal Milchsaure Milchsaure pst x i , 
givoxals in 100 cem n 100 com in 100 ¢em in 100 cem ari lillimol 
Losung Losung Lisung Lisung eee : 
der Lésung 
g Millimol g Millimol 
1: 1000 0.0981 1.362 0.00495 0.059 23.0: 1 
1: 5OO 0,200 2778 0.0108 0.12 28.1:1 
1: 250 0,382 9,305 0.0216 0,24 22,3: 1 
1: 100 0,990 13.75 0,0540 0.60 22,9: 1 
Ll: 2,001 27.79 1,08 1,20 23,1 :1 
Tabelle 111. 
1 2 } 4 , ( 


Gehalt der Lisung ar 


rehalt der 


Lisung an Saéure 


Verhaltnis 





Methylglyoxal ber. als Milchs&ure der Millim 

Verdiinnung i thylgl 7 
des Methyl. Methylglyoxal = Methylglyoxal | Milehs&ur: Milchsiure es 
plvoxals in 100 c¢em in 100 c¢em in 100 cem in 100 com hy illimy 
aie - Lisung Lisung Losung Losung Milchsiure it 
= . ° we ler Lisung 

g Millimol g Millimol , 

1: 1000 0.0991 1.375 0.0036 0,04 34.37 : 1 

1: 500 0,200 2.778 0,0072 0,080 34,47 : 1 

1: 250 0.398 5,527 0.0144 0,160 34.54: 1 

1: 100 1,01 14,027 0.0369 0,410 34,21: 1 

1: 50 2.003 27,79 0,0738 0,820 33,91: 1 


Aus den Tabellen geht hervor, da} die Vermutung des Bestehens 
eines Gleichgewichts zwischen Milchsiure und Methylglyoxal nicht 
zutrifft. Man muf daher die Saure, welche den Methylglvoxallésungen 
beigemiseht ist, als Verunreinigung betrachten. Mit den unter ver- 
mindertem Druck iiber Bariumearbonat in bisher noch nicht erreichter 
einheit erhaltenen Lésungen von Methylglvoxal wurden die weiteren 
Versuche angestellt. Vorsorglich wurde aus den Lésungen zur weiteren 
Kontrolle der Reinheit noch das Phenylosazon abgeschieden, das sofort 
ohne weitere Reinigung den richtigen Schmelzpunkt des Methy!l- 
glyoxalphenylosazons von 145° ergab, der sich auch nach Umkristalli- 


sieren nicht mehr dnderte. 
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Il. Ultraviolettspektroskopische Untersuchungen, 


Zur Vornahme der spektroskopischen Aufnahmen im Ultraviolett wurde 
ein Steinheidscher Quarzspektrograph benutzt; als Lichtquelle diente ein 
Lichtbogen zwischen zwei Eisenelektroden, der eine Lange von 5 bis 7 mim 
hatte. Die Stromstarke war 4 bis 5 Ampere bei L1O Volt: Spannung \l- 
photographische Platten wurden ,,photomechanische Platten fiir Strich 
reproduktion®. der Firma Perutz, Miinchen, benutzt. 


Die zu untersuchenden Losungen wurden in ein Baly-Rohr getiillt und 
ihre Spektren in aufteinander folgenden Schichtdicken von 50, 40, 32, 25, 20, 
L6, 12.5, 10. 8, 6.3. 5 und 4 mm aufgenommen. Die Schichtdicken waren so 
gewahlt, da thre Logarithmen 1.7. 1.6. 1.5 usw. direkt auf dem Koordinaten 
papier aufgetragen werden konnten Uberdies wurde zur Kontrolle aut jede 
Platte das Eisenspektrum aufgenommen. Die Auswertung der Platten 
geschah aut einem Retouchierrahmen in der Weise, dali im durchtallenden 
Licht die letzte sichtbare Schwarzung testgestellt und mit emem Steckzirke!l 
die Entfernung zwischen emer besonders starken Linie (1 7 2352 A 
sowie der letzten sichtbaren Linie abgesteckt wurde Mittels eimer dic 


loga 
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Abb. 1 Abb. 2 


Schwingungszahlen des Eisenspektrums enthaltenen Vergleichsplatte wurde: 
dann die betreffende Schwingungszahl testgestellt und in AZ umegerechnet 
(Methode nach Hartley-Baly). 

Bei der quantitativen Methode von G. Schetbe wurde derselbe Quarz 
spektrograph benutzt. wobei die Léosungen in zwei Kiivetten gefillt wurden. 
von denen in der einen der Strahlengang durch einen rotierenden Sektor um 
einen bestimmten Betrag abgeschwacht wurde. Die zu untersuchende 
Losung wurde in die Kiivette gefiillt, deren Strahlengang nicht abgeschwacht 
werden konnte. Die andere diente zum Vergleich. Die Kuvetten bestanden 
aus Glasréhren, aut deren plangeschliffenen Enden zwei Quarzplatten 
gepreBbt waren. Die Lange der Réhren betrug LOO, 50, 25. 10 und 5 mm 

Kurve L zeigt das Spektrum emer 1,3°,, igen Methyvliglvoxallosung, 
die noch sauere Reaktion zeigt. Aut der Abszisse sind die Wellenlingen in 
Angstrom autgetragen, wiaihrend auf der Ordinate die Schichtdicken in 
Logarithmen ausgedriickt zu finden sind. Das Maximum der Absorption 
dieser Kurve liegt bei 2802 A, das Minimum bei 2400A 

Diese Kurve 2 zeigt das Spektrum unserer neutralen Methyiglvoxal 
losung (1.4°,,ig), wobei das Maximum bei 2842 A liegt. das Minimum bei 
2400 A. 
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Kurve 3 zeigt die Absorption einer gleichprozentigen Dioxyaceton- 
losung, die aber wohl nicht in geniigender Reinheit vorliegt, da simtliche 
Proben des Dioxvacetons eine sauere Reaktion autwiesen und ganz neutrale 
derartige Losungen bisher nicht herzustellen waren. Die Kurve dient zum 
Vergleich mit den Methylglyoxalkurven. 


Kurve 4 bringt die quantitative Aufmahme unserer neutralen Methy!l- 
ylvoxall6sung nach WSelhetbe. 
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Eine ahnliche Kurve wurde auch von C. Newberg und S.A. Schou! 
aufgestellt. Die Autoren deuten die Kurve folgendermaben. Bei der 
Auflésung des Methylglvoxals im Wasser wird eine Carbonyvlgruppe 
ganz hydratisiert, wodurch sie ihre absorbierende Kraft und bis zu 
einem gewissen Grade ihren EinfluB auf die Absorption der anderen 
Carbonylgruppe verloren hat, so dal} wir eine Substanz vor uns haben, 
die nur cine freie Carbonylgruppe erkennen labt. 


CH, CH 
On 
Co Ho On 
() 
Cz CH 
H 0 


Ob es sich um die Hydratisierung der Keto- oder Aldehydgruppe 
handelt, laBt sich nur mit Zuriickhaltung sagen. 

Nachdem so die Kurven fiir ganz reine Methylglyoxall6sungen 
festgelegt worden waren, sollte die Einwirkung von Alkalien auf Glykose 
in Ricksicht auf modgliche Methylglyoxalbildung spektrographisch 
untersucht werden. 

Durch solche Untersuchungen von I’. Niederhoff* ist die Frage, 


ob in der wasserigen Lésung reduzierender Zucker, insbesondere von 


1 C'. Neuberq und S. A. Schou, diese Zeitschr. 191, 466, 1927. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 130, 1927; 167, 310, 1927; 174, 295, 
1928. 
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Glykose, diese Verbindungen in der Oxozykloform oder als wahre 


Aldehyde anzunehmen sind, erneut zur Diskussion gestellt) worden. 
Wahrend altere diesbeziigliche Messungen zu dem Ergebnis geftihrt 
haben, dali Zucker des erwahnten Typus in wiisseriger Losung nu 
eine schwache und kontinuierliche Endabsorption im Ultraviolett 
zeigen, ist von diesem Autor bei der Glykose ein charakteristisches 
Band bei 2800 A beobachtet worden. Ausgehend von der Annahme. 
dali es sich hier um lie cleiche Bande handelt. die von J ; Henry! als 
fir Verbindungen mit freier Carbonylgruppe charakteristisch an- 
gesehen wird, zog Niederhoff den Schlub, dab ein Teil der Glykose in 
Losung in der Aldehydform vorliege. LL. Airiecinski und L. March- 
lewski= machten darauf aufmerksam, dal nach ihren friiheren Beob- 
achtungen der Befund von Niederhoff auf eine ungeniigende Reinheit 
des Zuckers zuriickzufiihren sei, und V. Henry und S.A. Shou? wiesen 
exakt nach, dali Glykose soweit gereinigt werden kann, da’ sie nur 
noch im aubersten Ultraviolett eine schwache Endabsorption zeigt 
BF. Goos, H. Schlubach wnd G. A. Schréoter*? kommen fast zu dem gleichen 
Ergebnis wie Henry und Shou. Die Verfasser schlieben daraus, dats, 
wenn tiberhaupt ein Teil der Glykose in Losung in Aldehydform vorliegt, 
dieser Gehalt unter 0.3°,, liegen mibte. 


Fiir die eigenen Untersuchungen wurde Mercks ..Glykose pro 
infusione’ verwendet, und zwar als 3° ,ige Loésung. Eine selektive 
Absorption konnte in keinem Falle beobachtet werden, auch nicht 
nach ISstiindigem Stehen im Brutschrank bei 39 bis 40° Allerdings 
wurden die Loésungen mit Leitfahigkeitswasser hergestellt und = in 
Kolben eingefiillt, die nach = griindlichster Allgemeinreinigung eine 
Viertelstunde lang mit Wasserdampt ausgedampft worden waren, da 
die Alkaliabgabe aus Glas fiir die vorliegenden Versuche nicht auber 


acht gelassen werden darf. 


S.A. Show und R. Wurmser untersuchten als erste die Absorption, 
welche bei mit Alkali behandelten Glvkosel6sungen auftritt. 3 g 
Glykose wurden in 100 cem einer Phosphatmischung nach Sdrensen®? 
von py = 7.2 aufgelést. Diese Lésung wird hierauf in einen Thermo 
staten bei 40,2° gestellt und die Absorption in bestimmten Zeit - 
abschnitten photographisch aufgenommen. Zu Beginn bildet sich 
ein Maximum bei 2650 A, das sich im Laufe der Zeit aber gegen Rot 
verschiebt und dann ein Maximum bei 2850 A zeigt. Zu fast den gleichen 


' Ber. 46, 3627, L913. 


2 Zeitschr. t. physiol. Chem. 169. 300, 1927. 
3 Ebendaselbst 174, 295, 1928. 
4 Kbendaselbst 1sS6. L48, LOSG. 


5S. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 21, 175, L909. 
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Resultaten gelangten diese Autoren bei der Einwirkung von Alkali 


in bicarbonatalkalischer Losung, deren py S.5 betrug. 


Aus der angegebenen Literatur geht hervor, da es bis jetzt nicht 
gelungen ist, Klarheit tiber die unter Alkalieinwirkung sich ergebenden 
ultraspektroskopischen Anderungen solecher Zuckerlésungen zu er- 
langen. 

Aus den Kurven 1, 2 und 4, die vorstehend abgebildet sind, geht 
ungezwungen die groBe Ahnlichkeit, welche Methylglyoxalkurven mit 
den nicht ganz reinen Zuckerlésungen Niederhoffs haben, hervor. 
Reine Zuckerl6sungen zeigen aber sowohl nach Henry und Show als 
auch nach unseren eigenen Untersuchungen nur eine Endabsorption. 
Daraus ergab sich die Aufgabe, die Veranderungen, welche sich 
bei den ultraspektroskopischen Aufnahmen von Zuckerl6sungen unter 
der Einwirkung sehr verdiinnten Alkalis herausbilden, einer Spezial- 
untersuchung zu unterwerfen. Die folgenden Kurven veranschaulichen 
die dabei erhaltenen Resultate, wobei Lésungen von 3 g Glykose ..pro 
infusione Merck, deren Reinheit spektroskopisch gepriift) war, in 
100 com n 100 KOH zur Verwendung kamen. Die Lésungen wurden 
zunachst IS Stunden im Thermostaten bei 39 bis 40° gehalten. 
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Abb. 5. Abb. 6 


Kurven 5 und 6 stellen die Absorption emer derartigen Losung in 
qualitativer und quantitativer Aufnahme dar. 

Es fiel auf, dab mit der Zeit bei den angewandten Zuckerlésungen 
eine leichte Gelbfarbung auftrat, d.h. eine Karamelisierung, die auf 
eine Zersetzung des Zuckers hinwies und die auf die Bildung von Methyl- 
glyoxal zuriickgefihrt werden kann, denn wie spater genauer mit- 
geteilt wird, tritt selbst in der Kalte bei Zusatz von sehr verdiinntem 
Alkali zu Methyvliglvoxall6sungen eine Karamelisierung ein, wahrend 


andererseits selbst in schwichst sauren Lésungen die Karamelisierung, 
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wie auch die Bildung von Methylglyoxal, wenn man von Glykose aus- 
geht, vollig ausbleibt. 

Bei der Ubereinstimmung der Kurvenbilder der mit Alkali be- 
handelten Zuckerl6sungen und des Methylglyoxals, bei dem fest- 
gestellten Fehlen spezifischer Absorption reiner Glykoselésung und 
ibrem Auftreten nach Alkalehandlung bleibt unseres Erachtens kein 
anderer SchluB tibrig als der, das Auftreten obiger Absorptionsbanden 
der Bildung von Methylglyoxal aus Glykose unter Alkaliwirkung 
zuzuschreiben. Denn die Ubereinstimmung im Minimum bei 2400 A 
und im Maximum bei 2842 A liegt innerhalb der Fehlergrenzen der 
Methodik selbst. 

Die Absorption etwa der leichten Gelbfarbung durch eingetretene 
Karamelbildung zuzuschreiben, ist nicht angangig, da reine, wasser- 
klare Methylglvoxallésungen die gleiche Absorption zeigen. 

Im folgenden wurden nun noch Zuckerlésungen untersucht, die 
mit m 100 K,CQO, hergestellt wurden, wieder in ausgedimpften Glasern 
und mit Leitfahigkeitswasser. Dabei traten die gleichen ultraspektro- 
skopischen Verdnderungen auf, allerdings erst nach 42 Stunden, nach- 
dem die Lésungen so lange im Brutschrank bei 39 bis 40° stehengelassen 
worden waren. Von einer Abbildung der Kurven kann hier abgesehen 
werden, da sie mit Kurve 5 und 6 iibereinstimmen. 


Da nun saure Zuckerlésungen kein Methyl- 


log a 


glyoxal entstehen lassen, andererseits die 





Moéglichkeit eines Aufbaues von Zucker aus 
niedrigeren Spaltprodukten besteht, schien 
es uns wichtig, die vorstehend beschriebenen 
Veranderungen im Absorptionsspektrum alka- 
lischer Zuckerlésungen nach Wiederansiuern 
dieser Lésungen zu untersuchen. 





Die nebenstehende Kurve 7 zeigt bei Nr. 1 
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: ; . Qa 
zunichst eine 3°, ige GlykoselOsung in n_ 100 e 
KOH nach 24stiindigem Stehen im Thermo- 65 


staten. Das Maximum der Absorption liegt wie 
bei friiheren Kurven bei 2840 A, nur ist es in 
kleinere Schichtdicken vorgedrungen. 


Abb 


Nr. 2 zeigt die Aufnahme unmittelbar nachdem die Lésung mit n 10 
HCl neutralisiert und ganz schwach lackmussauer gemacht wurde. Hierzu 
waren 3,l cem der n LO HCl notig. 

Nr. 3 ist 17, Nr. 4 ist 25, Nr. 5 ist 66 Stunden nach der Neutralisation 
aufgenommen. 

Aus den Kurven geht herver, da} es nach Ansiuren mit Salzsiure 
mit der Zeit gelingt, die vorher im alkalischen Medium beobachtete 
selektive Absorption stufenweise mit der Zeit zunehmend nahezu 
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vollstandig zum Verschwinden zu bringen. Gleichzeitig beobachtet 
man schon unmittelbar nach der Neutralisation ein Verschwinden 
des leicht gelben Farbtons der Loésung, die durch Karamelisierung 
entstanden war. Es mui mit der Annahme gerechnet werden, dab 
unter Saurewirkung eine riicklaufige Bildung von Traubenzucker aus 
Methylglyoxal und seinen Umwandlungsprodukten  erfolgt. Diese 
Annahme findet eine Stiitze in der von B. Bleyer und A. Schmidt} 
beobachteten, nahezu vollstandigen Riickdrehung der Polarisations- 
ebene alkalischer Zuckerlésungen durch Séurezusatz. Aber wie dort, 
gelingt es auch hier nicht, das Verschwinden der Absorption vollig 
zu erreichen, doch ist die Analogie beider Vorginge unabweisbar. 

Einen weiteren Stiitzpunkt fiir die vorgebrachte Ansicht lief sich 
aber noch durch die Eigenschaft der Kaltreduktion auch sehr diimner 
Methylglyoxallésungen von Osts Lésung, die einen Zusatz von 5° 
Natriumsulfit enthielt, erbringen. Wir gingen zum Nachweis so vor, 
da® wir in zwei Reagenzgliser je '. cem der Sulfit-Ost-Lésung einfiillten 
und sie mit 5cem einer 42 Stunden lang im Brutschrank gehaltenen 
3° igen Zuckerlésung in n/ 100 KOH versetzten. Ein Glas wurde 
mit l0cem der Zuckerlésung + 1.,cem = Sulfit-Ost-Lésung beschickt. 
In drei andere Reagenzgliser, die ebenfalls mit ' cem der Sulfit-Ost- 
Lésung beschickt waren, wurden je 5 ccm frisch hergestellter 3° ,iger 
Traubenzuckerlésung in n/100 KOH eingefiillt. Nun wurden die 
Reduktionszeiten beobachtet. Die erste Reduktion trat in dem Reagenz- 
glas ein, das mit 10 cem der 42 Stunden lang bei Brutschranktemperatur 
gehaltenen alkalischen Zuckerlésung versetzt war, und zwar nach 
8S Minuten 15 Sekunden. In den beiden anderen Reagenzglisern trat 
die Reduktion nach 13 Minuten 15 Sekunden bzw. 13 Minuten 30 Se- 
kunden — ein. In den Kontrollen war aber nach 2 Stunden 
noch keine Spur von Reduktion zu sehen, 12 Stunden spiter zeigten 
auch diese Glaser einen ganz minimalen Belag von Kupferoxydul, 
wahrend die drei ersten Glaser einen starken Niederschlag davon 
enthielten und eine vollige Entfairbung der Kupferlésung zeigten. 

Der Ausfall dieser Versuche kann unseres Erachtens nur mit der 
An- baw. Abwesenheit von Methylglyoxal in Analogie zu den oben 
mitgeteilten Befunden gedeutet werden, worin wir eine weitere Stiitze 
unserer oben entwickelten Ansicht erblicken. 


lif. Verhalten von Methylglyoxal gegen Lauge. 
Schon im vorhergehenden Abschnitt ist darauf hingewiesen worden, 
daB reine Methylglyoxallésungen schon in der Kalte auch mit sehr 
verdiinntem Alkali in kurzer Zeit eine Gelbfarbung zeigen. Der Geruch 


2 I. c. 








a 


—~_> -~ 








I 








Methylglyoxal u. dessen Beziehungen z. alkal. Traubenzuckerspaltung. 167 


nach Karamel laBt sich dabei nur bei konzentrierteren Lésungen be- 
merken, wird aber auch bei schwach konzentrierten Losungen nach 
dem Ansauren und bei Erwarmung deutlich. Da man einen spezifischen 
Nachweis fiir Karamel noch nicht besitzt, mu einstweilen die Geruchs- 
probe ausschlaggebend sein. So werden z. B. noch 0,1°,ige Losungen 
von Methyijglyoxal durch n 100 KOH bei Zusatz in der Kalte schon 
nach Minuten gelb, nach dem Neutralisieren aber wieder fast wasser- 
klar. Die Bedeutung solcher Beobachtungen fiir die Forschung tiber 
Karamel liegt auf der Hand, vor allem dann, wenn man sich vergegen- 
wartigt, da} die Karamelbildung auf die ultraspektroskopische Nach- 
weismethode ohne Einflu® bleibt, womit das Verschwinden bestimmter 
Bindungen und Gruppen im Methylglvoxal selbst bei der Karameli- 
sierung angezeigt wird. 

Diese Hinweise sollen geniigen, zumal das Problem ausgedehnter 
im hiesigen Institut in Angriff genommen ist. 

Vorlaufig interessierten qualitative und quantitativ faBbare Ver- 
ainderungen des Methylglvoxals unter der Einwirkung von Alkali mehr. 

Erhitzt man lO cem 3,57°,ige Methylglyoxallésung mit 50 ccm 
n/lO Lauge am Riickflubkiihler etwa 1!, Stunden, so verfarbt sich 
die Lésung in kurzer Zeit tiber Gelb nach Braun. Nach dem Erkalten 
wird die iiberschiissige Lauge mit n/10 HCl zuriucktitriert, wobei fest- 
zustellen ist, daB das ganze Methylglvoxal in Sauren und Karamel 
verwandelt ist, da in der Lésung die sehr empfindliche Probe auf Jodo- 
form nicht mehr eintritt. 

LaBbt man Methylglvoxallésungen mit einem Laugentiberschul 
in der Kalte 24 Stunden stehen, so findet sich nach Zuriicktitrierung 
der Lauge ein weit héherer Alkaliverbrauch als er sein mibte, wenn 
nur Milchsdure gebildet worden ware. Hier beriihren sich unsere Fest- 
stellungen mit denen von W.L. Evans und Mitarbeitern, die die Ein- 
wirkung von KOH auf Glycerinaldehyd! und Dioxyaceton? unter- 
suchten und zeigten, da die Menge der Reaktionsprodukte von der 
Normalitat und der Temperatur des Alkalis abhaingig ist. Die ent- 
stehenden Sauren, Ameisen-, Essig- und Milchsaure, wurden quantitativ 
bestimmt. Da Evans annimmi, dal die beiden Triosen das gleiche 
Endiol bilden, so muB sich die Milchsiure vom Brenztraubenaldehyd 
herleiten, der diesem Endiol entstammt.  Essig- und Ameisensaure 
werden als Zerfallsprodukte des Brenztraubenaldehyds angesehen. 

Nach der Einwirkung iiberschiissigen Alkalis auf Methylglyoxal 
konnten wir qualitativ durch Vakuumdestillation nach Ubersduerung 
des Reaktionsgemisches mit Phosphorsiure und Auffangung des 


1 W.L. Evans u. H. B. Hass, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 2703, 1926 
2 W. L. Evans u. W. R. Cornthwaite. ebendaselbst 50, 486. 1927 
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Destillats in eisgekuhlter Vorlage. Ameisensdure und Essigséure nach- 
weisen.  Hierbei leisteten die dargestellten Bariumsalze vorziigliche 
Dienste zur Trennung dieser beiden Sauren, da Bariumformiat in 
Alkohol nahezu unléslich ist. Die Gehaltsbestimmung an Ba erwies 
die Reinheit der mehrfach umkristallisierten Salze. 

Die im Claisen-Kolben zuriickgebliebene Milchsiure wurde in 
einem Atherextraktionsapparat fiir Fliissigkeiten wahrend 48 Stunden 
mit siurefreiem Ather ausgezogen und das Zinksalz dargestellt. 

Was nun die quantitativen Verhaltnisse anlangt, so laBt sich 
sagen, dab der Prozentgehalt an Essigsiure 4,30°,, an Ameisensdiure 
6,90°, und an Milchsdiure 58,17 °,, betragt. 

Die ubrigen ungefahy 30 °,, fallen wohl der Karamelisierung anheim. 

Geht man von verschiedenen Konzentrationen des Alkalis und 
des Methylglvoxals aus, so kommt man unter den innegehaltenen 
Versuchsbedingungen zu ungefahr gleichen Mengenverhaltnissen der 
Siuren. Ferner ist hervorzuheben, dab irgendwelche andere Sauren 
nicht aufgefunden werden konnten. Man darf also, wie das oben geschah, 
die fehlende Restmenge zu 100°, als durch Karamelbildung bedingt 
ansehen. 

IV. Zinklactatdestillation. 


Ausgehend von der Beobachtung, dab Methylglvoxal unter dem 
EKinfluB von Lauge durch Wasseraufnahme zum grébten Teile zu Milch- 
siure stabilisiert wird, wurde versucht, die umgekehrte Reaktion zu 
verwirklichen, d.h. durch wasserentziehende Mittel aus Milchsaure 
bzw. ihren Salzen Methylglvoxal darzustellen. Die Apparatur ist die 
gleiche wie bei der Darstellung von Methylglyoxal aus Dioxyaceton 
nach der Methode von Fischer und Taube!. 

5 g Zinklactat werden mit 25 g Phosphorpentoxyd in emem Rundkolben 
gut gemischt und langsam mit freier Flamme erhitzt. Nach einiger Zeit 
erfolgt eine Braunung der Substanz, es entweichen Dampfe, die sich in det 
mit fliissiger Luft gekiihlten Vorlage kondensieren. Nach dem Auftauen und 
Lésen im Wasser erhalt man eine klare Fliissigkeit, die aromatisch aldehyd- 
artig riecht, mit v. Fellenberg-Reagens eine Rotfairbung, mit Jodlésung und 
Kalilauge einen dicken Niederschlag von Jodoform ergibt. 

Im Destillat wird mit Dimedon ein Niederschlag erhalten, der fii 
Acetaldehyddimedon charakteristisch ist und nach Umkristallisieren den 
Schmelzpunkt von 139° zeigt. AuBer dieser Substanz konnte keine andere 
mehr im Destillat nachgewiesen werden. 


Da friithere Versuche der Destillation von Dioxyaceton mit Aluminium- 
sulfat eine erhéhte Ausbeute an Methylglyoxal ergeben hatten, wurden nun 
5 g wasserfreies Zinklactat mit 15 g Aluminiumsulfat langsam im Rundkolben 
erhitzt und die Vorlage mit einer Kaltemischung gekiihlt. Die Masse im 
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Rundkolben schmilzt, wird gelb, es entweichen Dampfe, die stark nach 
\cetaldehyd riechen, zum SchluS der Reaktion entstehen hauptsiachlich 
SO,-Dampte. Die im Kolben zuriickbleibende Masse ist gréBtenteils 
verkohit und ergibt mit Wasser einen merkaptanartigen Geruch. Nach dem 
\uftauen des Destillates erhalt man deutliche Jodoformreaktion, ebenso 
fallt die Diazoreaktion positiv aus und ferner wird ammoniakalische 
Silbernitratlésung reduziert. Zur weiteren Charakterisierung wird ein 
Teil des Destillates mit Phenylhydrazin in der Hitze versetzt, woraut 
runichst eine schwach belbliche Emulsion entsteht, die sich beim Erhitzen 
im Wasserbad und nachherigem Abkiihlen zu einem orangeroten Korper 
zusammenballt. Aus wenig Alkohol umkristallisiert, erhilt man eine 
Substanz mit einem Schmelzpunkt von 138°, der sich dem Schmelzpunkt des 
Methylglyoxalosazons naihert. Eine Mikroverbrennung auf Stickstoft nach 
Pregl ergibt aber fiir N nur 19,07 statt 22.229... Da aber die Substanz nur 
in sehr geringer Menge erhalten werden konnte und infolgedessen die Um- 
kristallisation nicht haufig genug durchzufthren war, mub im Hinblick aut 
den relativ hohen Schmelzpunkt von 138° und das Vorhandensein von 
Acetaldehyd noch mit einer Beimengung von Acetaldehydphenylhydrazon 
gerechnet werden. Wiederholte Durchtiihrungen des gleichen Experiments 
fihrten nicht zu gréBeren Mengen des gesuchten Osazons, so dab die Még 
lichkeit der Riickbildung von Methylglyoxal aus Zinklactat durch Wasser- 
entzug noch nicht als erwiesen angesehen werden kann. 


V. Zusammenfassung, 


1. Die Reindarstellung von Methylglvoxal in Lésung  gelingt 
durch Destillation verunreinigter Methylglyoxallésungen tiber Barium- 
carbonat unter vermindertem Druck. 

2. Die reinen Lésungen zeigen bei ultraspektroskopischer Auf- 
nahme die Konstanten: Maximum der Absorption bei 2840 A’ und 
Minimum bei 2400 A, welche Grében mit den in der Literatur an- 
gegebenen tbereinstimmen. 


3. Reinste Traubenzuckerlésungen zeigen keine selektive Absorp- 
tion. Durch Behandlung mit sehr diinnem Alkali bilden sich aus ihnen 
mit der Zeit die Absorptionskonstanten reiner Methylglyoxallésungen 
aus. Auf die gleichzeitig damit auftretende leichte Karamelbildung 
kann die Absorption nicht zurtickgefitihrt werden, da reine, wasserklare 
Methylglyoxallésungen die gleiche Absorption zeigen. Auch auf chemi- 
schem Wege gelingt es, die allmahliche Bildung von Methylglyoxal 
aus reinen Zuckerlésungen hierbei nachzuweisen. 


4. Die Absorption kann durch Zusatz von Sauren bis zur schwach- 
lackmussauren Reaktion mit der Zeit nahezu vollstandig zum Ver- 
schwinden gebracht werden. 


5. Die chemische Vertolgung der Alkalieinwirkung auf reine 


Methylglyoxallésungen zeigt die sofortige Entstehung von Karamel 


170 F. Fischler, H. Hauss u. K. Taufel: Methylglyoxal usw. 


schon in der Kalte auch bei sehr geringem Alkalizusatz, weiterhin die 
Bildung von Mileh-, Essig- und Ameisensiure. Die quantitative Ver- 
folgung der Saurebildung ergibt bei verschiedenen Alkali- und Methyl- 
glyoxalkonzentrationen eine angenihert mengenmabig gleiche Aus- 
beute dieser verschiedenen Sauren. 

6. Versuche, aus milchsauren Salzen durch Wasserentzug Methyl! 
glyoxal zurickzugewinnen, miissen in ihren Ergebnissen noch als 
unentschieden betrachtet werden. 

7. Die Schliisselstellung, welche dem Methylglyoxal beim Trauben- 
zucke -zerfall eingeraumt werden muB, erfahrt durch vorliegende Unter- 


suchungen eine weitere Festigung !. 


1 Anmerkung bei der Korrektur: Leider konnte die Arbeit von 
C. Nevberg und EF. Hofmann: Uber einfache Darstellung von Methyl 
glyoxallésungen, diese Zeitschr. 224, 491, 1930, die jiingst erschien, nicht 
mehr beriicksichtigt werden. 
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Spirographishimin. 


Von 
Otto Warburg, Erwin Negelein und Erwin Haas. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 15, August 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 
Spirographisblut, in diinnen Schichten grin, in dicken Schichten 


rot, enthalt einen Farbstoff, der wie Hamoglobin dissoziierende Sauer- 
stoff- und Kohlenoxydverbindungen bildet und von Ray Lankaster 


Chlorocruorin! genannt worden ist. Munroe H. Fox* fand, dab bei 
der Teichmannschen Probe Behandeln eines eingetrockneten 
Bluttropfens mit Eisessigkochsalz -- aus Spirographisblut Kristalle 


entstehen, die Haminkristallen aus gew6hnlichem Blut ahnlich sind. 

Spirographisblut ist interessant, weil sein Absorptionsspektrum 
dem Spektrum des Atmungsferments naher steht als das Absorptions- 
spektrum des Hamoglobins. Wir haben Spirographishimin mit Aveton- 
salzsiure von dem Spirographisglobin getrennt, indem wir uns an 
eine von Anson und Mirsky® fiir Pferde-Himoglobin gegebene Vor- 
schrift hielten. Aus heiBem Pyridin-Eisessigkochsalz kristallisierte das 
Spirographis-Haimin beim Erkalten in einheitlichen, in Abb. 1 ab- 
gebildeten Formen von der Zusammensetzungs 

Cap Hyp Ny Og Fe Cl (+ 1C, + 1H). 

Vergleicht man diese Substanz mit dem Himin aus Hamoglobin: 


C34 Hy, NyO, FeCl, 


' Ray Lankaster, Journ. Anat. and Physiol. 2, L14, 1868; 4, 119, 1870. 
Mac Munn, Quarte ly Journ. of Microscop. Science 25, 469, L885. 
3. Griffith, Compt. Rend. Acad. Science Paris 114, 1277, 1892. 

2 Munroe H. Fox, The Proced. of the Cambridge Philos. Soc. (Biolog. 
Neienc.) 1, 204, 1924; The Proc. cf the Roy. Soc. B. 99, 199, 1926. 

8M. L. Anson und A. E. Mirsky, Journ. of General Physiology 18, 

469, 1930. 


A. I 
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so erkennt man, das Spirographishamin ein Sauerstoffatom mehr 
enthalt. 


Wie das gewohnliche Hamin ist NSpirographishamin eine zwei- 
basische Saure. Wie das gewOhnliche Hamin reagiert Spirographis- 
hamin, wenn man sein Eisenatom reduziert, mit Kohlenoxyd und nimmt 
dabei pro Atom Eisen | Mol Kohlenoxyd auf. Anders als das gewoéhn- 
liche Hamin enthalt $pirographishamin keine oder héchstens eine mit 
Palladiumwasserstoff hydrierbare Doppelbindung. 


1. Darstellung des Spirographishimins, 


Die Spirographiswiirmer stammten aus dem Golf ven Triest und 
wurden waihrend der kihlen Jahreszeit in Seewasser nach Dahlem 
geschickt. Nur lebende Wiirmer und solche von wenigstens | em Durch- 
messer wurden zur Blutgewinnung nach WV. H. Fox! benutzt, indem 
Glaskapillaren in den GefaiBplexus um den Oesophagus eingestoBen 
wurden. Sie fiillten sich langsam mit Blut, pro Tier wurden etwa 
0,l cem Blut erhalten. Die Blutl6sung wurde mit Wasser auf das 
Fiinffache verdiinnt und unter lebhaftem Schitteln in salzsaures Aceton 
(1000 com Aceton, 10 ccm n Salzsiure) tropfenweise eingegossen.  Fiir 
leem Blutlsung wurden 100 cem Aceton verwendet. Das salzsaure 
Globin fiel als weiBes Pulver aus, wurde auf der Nutsche abgesaugt 
und mit Aceton gewaschen. Die gefiirbten Acetonausziige, die das 
Hamin enthielten, wurden unter vermindertem Druck eingedampft 
War fast alles Aceton verdampft, so fiel das Hamin kristallinisch, 
aber noch unrein, aus der wasserigen Salzsiure aus und konnte ab- 
gesangt werden. Aus 6ccem Spirographisblut wurden so beispielsweise 
360 mg salzsaures Globin und 12mg Haminrohprodukt erhalten 
Zur Reinigung des Hamins wurden 60 mg im Vakuum getrockneten 
Rohprodukts bei Zimmertemperatur mit Aceton geschiittelt, wobei 
das Gewicht auf 45 mg (Fett?) zuriickging. Dann wurde mit 2 ccm 
Pyridin verriihrt, nach Zusatz von 5cem Chloroform im Wasse*bad 
erhitzt, hei® filtriert und der Filterriickstand mit Chloroform, dem 
etwas Pyridin zugesetzt war, ausgekocht, bis kein Farbstoff mehr in 
Losung ging, wozu etwa 25cem Chloroform nétig waren. Auf dem 
Filter blieb ein Riickstand (EiweiB?). Die vereinigten Pyridin-Chloro 
formextrakte wurden unter vermindertem Druck auf wenige Kubik- 
zentimeter eingeengt und mit 20ccem_ heiben, kochsalzgesiattigten 
Kisessigs tibergossen. Die Pyridin-Eisessiglésung wurde heif filtriert 
und blieb dann iiber Nacht an einem kiithlen Ort stehen, wobei sich 


. M.H. Foz, l.c. 
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das Hamin kristallinisch (Abb. 1) abschied. Die Mutterlauge war 
nur noch schwach gefarbt, Spirographishamin ist in kaltem Eisessig 
kaum léslich. Die Kristalle wurden auf der Zentrifuge abgeschleucert., 
mit 50° iger Essigsaure und dann mit Wasser gewaschen, bis das 
Wasser lackmusneutral war, und im Vakuumexsikkator itiber Schwefel- 
siure getrocknet. Ausbeute 15 mg aus 60 mg Rohprodukt 


». i 
« 


ae 


Maes > 
Abb. 1 


Im ganzen haben wir mehrere hundert Wiirmer verarbeitet und 
20 mg Spirographishimin in reinen Kristallen erhalten. Die Menge 
reichte aus fiir eine vollstandige Mikroanalyse, fiir einige andere 
orientierende Mikrobestimmungen, sowie fiir die Aufnahme des ab- 
soluten Absorptionsspektrums. 


2. Analyse des Spirographishiimins, 


Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei Zimmertemperatur 
2 Stunden getrocknet, wobei sich das Gewicht nicht wesentlich dnderte 

Um mit wenig Substanz auszukommen, stellten wir zunichst 
durch Versuche mit gew6hnlichem Himin fest, welche Mikromethoden 
sich am besten zur Analyse eignen. Herr Wilhelm Liittgens, der die 
Versuche ausfiihrte, erhielt bei der Damas- Bestimmung nach Pregl nur 
dann richtige Werte, wenn er im Quarzrohr verbrannte und sehr hoch 
erhitzte. Kohlenstoff und Wasserstoff, nach Pregl bestimmt, gaben 
richtige Werte, aber der Verbrennungsriickstand, als Fe,O, gewogen, 


gab zu niedrige Kisenwerte (Verfliichtigung von Eisenchlorid?). Richtige 


Eisenwerte erhielten wir, wenn das Hamin zundchst im Platintiegel 
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(etwa 3 Stunden lang) tiber dem = Mikrobrenner mit einem Tropfen 
konzentrierter Scehwefelsaure abgeraucht und det Riickstand im 
elektrischen Ofen 2 Stunden bei 560° gegliht wurde. Die Chlor- 
bestimmung nach Carius-Pregl gab au hohe Werte, richtige Wert 
gab die Pregische Chlorbestimmung im Sauerstoffstroim. 

Indem wir diese Erfahrungen beriicksichtigten, fanden wir fiir das 


Hamin aus Spirographisblut : 


3.320 mg Substanz: 7.2 





CO, und 1.4491 H,! 


3.287 .. . + 7,223 . CO, und 1.458 . H,O 
3.676 .. + G,282cem N (23.5°, 743 mm) 
3.465 .. Qs : 0.742 mg AgCl. 

4,169 .. : 0,514 ,, Fe, QO. 


Man berechnet daraus folgende Zusammensetzung des Spiro- 
grapbishamins (neben der die Zusammensetzung des gew6hniichen 


Himins zum Vergleich angegeben ist). 





Spirographishimin Hiimin aus Hiamoglobir 

Gef Berechnet fiir Berechnet fiir 
reTunden ( H 2N,0 FeCl ( wH » Ng Oy Fee! 

( DWTS 59.60 62.60 

HI 4.92 5.1 4.95 

N 8.63 8.70 8.60 

he 8.62 8,69 8.57 

Ci 5.30 5.52 5.46 

0 12,80 12,45 9,82 


In der Formel fin Spirographishamin, C,, Hy. N, 0, FeCl, ist clic 
Unsicherheit 1C und 1H, wahrend die Zahl der tbrigen Atome 
sicher ist. 


Die gegliihte Asche des Spirographishimins war rotbraun. Sie wurde im 


Platintiegel mit etwa 60 mg Kaliumpyrosulfat zur schwachen Rotglut 
erhitzt. Dann wurden Tiegel und Deckel in ein Becherglas gebracht. mit 
5 com Wasser und 0.5 com konzentrierter Schwetelsiure tibergossen und bis 
zur klaren Losung der Schmelze erwirmt. Die Loésung wurde mit moglichst 
wenig Wasser in cinen kleinen Rundkolben gespiilt und mit etwa 70 mg 
Zink auf dem Wasserbad unter VerschluB mit einem Bunsen-Ventil 
unter hiufigem Umschwenken erwirmt, bis das Zink gelést war. Nach den 
Abkitthlen der Losung wurde n 100 Kaliumpermanganat bis zur bleibender 
Rotfarbung zugesetzt. 0.514 mg Asche verbrauchten 0,65 com nm LOO WKalium 
permanganat, die aquivalent sind 0,52 mg Fe,O,. Die Asche, die bein 
(lihen des Spirographishaimins zuriickbleibt, ist also reines Fe, Qs. 


3. Zahl der Siuregruppen im Spirographishimin. 


Spirographishamin ist unléslich in Wasser, aber leicht l6slich in ver- 


diinnter Natronlauge, also eine Saure, die ein leicht lésliches Natronsalz 
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bildet. Um mit wenig Substanz die Zahl der Sauregruppen im Hamin- 
molekiil zu bestimmen, haben wir eine Mikromethode ausgearbeitet, 
die im Prinzip darauf hinauskommt, dali man einer kohlensiurehaltigen 
wasserigen Bicarbonatlosung das zu priifende Hamin zusetzt und die 
ausgetriebene Kohlensiure manometrisch mibt. Da sich jedoch clie 
Chlorhamine nur langsam in Bicarbonat lésen, bringt man besser das 
Hamin zunachst in tiberschiissige Natronlauge, siittigt nach einigen 
Minuten, wenn das Hamin gelést ist. mit Kohlensiure von passendem 
Partialdruck und bestimmt durch Ubersiuern das Bicarbonat. \us 
einem Parallelversuch ohne Haminzusatz erhalt man den genauen 
Titer der Natronlauge, aus der Differenz beider Versuche die von dem 
Haimin verbrauchte Lauge. 
. 

Hat man das Hiamin in der Natronlauge gelést und die Léosung mit 
Kohlensaure gesattigt,. so ist die Wasserstottt nenkonzent ration Hi in der 
Losung 

» ‘Co 
H A 
"Nalco 


wo A die erste Dissoziationskonstante der Kohlensiure ist, Cy, iyo. die 
Konzentration des Bikarbonats und ec yy, die Konzentration der freien 
Kohlensaure in der Losung. Cyanco, erhalt man aus der beim Ansiuern 
entwickelten Kohlensiuremenge, ¢¢ yy), aus dem Partialdruck der Kohlensiure 
im Versuchsgeta und dem Bunsenschen Absorptionskoetfizienten Der 
Partialdruck der Kohlensiure war bei unserer Anordnung etwa 0.012 Atm.. 
so da in lL cem Lésung bet 20° rund Ll ¢emm CO, gelost waren Beim 
Ansiiuern entwickelten sich aus Lo ocem der Hamin-Bicarbonatlosung 
“ : j : _ | Mol 

70 emm Kohlensiure. Setzen wir K 5 . 10-% .so War bei unserer 

Fea 
Anordnung H* in Molen Liter 


Hl? dD. 107% §.10-8 


“70 Liter 


ae Mole |: 


Ist terner i die Dissoziationskonstante einer Karboxylgruppe, so gilt 


COO k 
COOH H* ’ 


woraus man erkennt, dai die Methode nur solche Sauregruppen erfabt, 
deren Dissoziationskonstante groBer ist als die Wasserstoffionenkonzent ration 
in der Haminlésung nach dem NSadttiqen mit Kohlensdure. 


Die Chlorferrigruppe verbraucht, wenn sie nach der Gleichung 
Ke€] NaOu rFeOH Na] 


reagiert, Natronlauge. Ist aber die Konzentration der Natronlauge klein. 
die Temperatur niedrig und die Zeit, in der Natronlauge und Hamin aut 
einander wirken, kurz. so wird nach den Ertahrungen mit dem gewohnlichen 
Chlorhimin diese Reaktion zu vernachiiissigen sein. 
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Versuch. In die Birne des MeBgefaiBes (Abb. 2) bringt man 0,2 cem 
n 10 Schwefelsaure, in den Hauptraum eine gewogene Menge Hamin 
(etwa Img) sowie O,leem n lO Natronlauge und 0,2cem Wasse1 
Nach einigen Minuten ist das Hamin gelést. Man verdiinnt mit 
1.7c¢em Wasser, verbindet das GefaB mit seinem Manometer, fiillt 
den Gasraum mit einem Stickstoff-Kohlensauregemisch von etwa 
1 Vol.-°., Kohlensaure, schiittelt 10 Minuten im Thermostaten bei 20° 
und wiederholt die Filling des Gasraums mit dem Gasgemisch. Zeigt 
bei weiterem Schutteln im Thermostaten das Manometer keine Druck- 
ainderungen mehr, so kippt man den Inhalt der Birne in den Haupt- 
raum, wodurch die Bicarbonatkolilensiure in den Gasraum getrieben 


wird. Die Ablesungen bei 20° waren: 











‘| 
‘ 
1 \b 
/ \ Versuchsgefal ful dis ! i! thet 
\ 
| \ Messung 
Vga Vo 118 
8 
H. 
\. = 
4 
Gefal | Gefabl 
syhne Himir (mit Hamir 
( 1.096 mg Spirograpl 
Hauptraum..... i % } Od ecem nw NaOH Oleem nl Nao 
19 . Wasser 1% | Wasser 
Birne ora ; ‘ O2 . nilouH BOy 0.2 n1loO HLS, 
(rasraum . ° oe 1.25 COs. in No 1.2 COs it No 
Fliissigkeitsvolumen . . ’ 2.2 cen 2,2 ecn 
Volumen des Gasraums ; 13,28 . 14,78 . 
Gefaikonstante f. Kohlensiure 1.431 qmm l s 
Druck beim Einkippen = der 
schwefelsaure . 158.5 mm 89.5 mr 
CO, entwickelt. . ° 227 emm l41 ¢mn 
Ditferenz I Gla oe ak we 
Ditterenz pro mg Hamin . ... 78 


Es hatte also Img Spirographishamin eine Natronlaugemenge 
neutralisiert, die 7Semm_ Bicarbonatkohlensaure aquivalent war 
Setzt man das Molekulargewicht des Spirographishamins gleich 643 
so neutralisierte 1 Mol Hamin 2,2 Mole Natronlauge. Da diese Zahl 
nahe bei 2 liegt, so ist anzunehmen, da} das Spirographishamin zwe! 


Sauregruppen enthalt, deren  Dissoziationskonstante = gréber — als 


10~' [Mole Liter] ist. 























Spirographishamin. 177 


4. Verhalten des Spirographishimins zu Palladiumwasserstoff. 


Versuchsanordnung. In den Hauptraum H des MebgefabBes (Abb. 2) 
beingt man etwa 10mg Palladium (dargestellt nach H. Wieland! 
durch Reduktion von Palladiumchloriir mit Ameisensiure) und 2 ccm 
Wasser, verbindet mit dem Manometer, fiillt den Gasraum mit Wasser- 
stoff und schiittelt im Thermostaten einige Stunden bei 20°, bis das 
Palladium mit Wasserstoff gesattigt ist. Dann gibt man in die Birne B 
etwa Img Hamin, gelést in 0,l ecm n 10 Natronlauge, wobei man 
dafiir Sorge tragt, dab das Palladium ruhig unter dem Wasser liegt 
und mit Luft nicht in Bertthrung kommt. Man fillt den Gasraum 
wiederum mit Wasserstoff und schiittelt wiederum einige Stunden 
im Thermostaten, bis das Manometer keine Druckanderungen mehr 
anzeigt. Dann kippt man den Inhalt der Birne in den Hauptraum und 
liest nun die von der Wasserstoffabsorption herrtihrenden Druck- 
inderungen solange ab, bis sich der Druck im Laufe einer halben Stunde 
nur noch sehr wenig andert. 

Himin aus Hamoglobin enthalt nach HH. Fischer® zwei Viny!- 
gruppen, zu deren Hydrierung 2 Mole Wasserstoff ‘nétig waren. Da 
auBerdem, wie der Farbenumschlag im Mebgefab zeigt, das dreiwertige 
Hamineisen durch Palladiumwasserstoff zu zweiwertigem Eisen reduziert 
wird, so sollte Hamin aus Haimoglobin 21 2 Mole Wasserstoff  ver- 
brauchen, falls der verbrauchte Palladiumwasserstotf dem Palladium 
quantitativ aus dem Gasraum ersetzt wurde. Doch verbraucht Hamin 
aus Hamoglobin bei der beschriebenen Anordnung im allgemeinen 
weniger Wasserstoff, namlich knapp 2 Mole pro Mol Hamin, was darauf 
hinweist, daB Hamin Wasserstoff von dem Palladium verdrangt. 

Wir fithren im folgenden zwei Messungen an, eine erste mit Hamin 
aus Hamoglobin und eine zweite mit Spirographishamin. Das dritte 
GefaB enthielt kein Hamin, die hier auftretenden geringen negativen 
Drucke dienten zur Korrektion der beiden anderen Messungen. Die 
Temperatur bei den Messungen war 20°. 

Setzt man fiir das Molekulargewicht des Hamins aus Hamoglobin651 
und fiir das Molekulargewicht des Spirographishamins 643, so berechnet 
man aus den angefiihrten Messungen, das 1 Mol 

Hamin aus Hamoglobin . . . . . 1,91 Mole Wasserstoft 
Spirographishimin .... . . . 0,82 
verbraucht haben. Spirographishimin nimmt also bei der Behandlung 
mit Palladiumwasserstoff knapp halb soviel Wasserstoff auf wie das 
gewohnliche Hamin. 


1 H. Wieland, Chem. Ber. 45, 484, L9L2. 
2 H. Fischer und H. Zeile, Liebigs Ann. 468, 98, 1929. 
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Gefals I Gefab Il Gefab (1 
(ohne Hamin (mit gewobnl. Hamin (mit Spirographis 
hamin) 
10mg Pd 10 mg Pd 10 mg Pd 
yt ‘ i 
Hauptraun 2cem Wasser 2cem Wasser 2cem Wasser 
‘ O..cem nj/l0 NaOH O. cem n/l0 NaOH 0... cem n 10 NaOH 
Birme ...-s oe = 1,06 mg Hamin 1,01 mg Spirographi- 
| hamir 
Gasraum . Wasserstoff von Wasserstoff von Wasserstoff vor 
Atmospharendruck Atmospharendruck Atmospharendruck 
Flissigkeitsvolumen 2,10 com 2,10 ecm 2,10 cer 
Volumen des Gas 
raums : ee 13,29 . 14,97 ecm 14,77 
Gefiikonstante fiir 
Wasserstoff. .. 1,24 gmm 1.40 gmm 1,38 qmr 
—— nach Kinkippen des Birneninhalts: 
pees 80... . ] im 26 mm 6.5 mm 
o aw —1.5 3Y 12 
30 15 43 i4 
5 20 46.5 17.5 
40) 2.0 49 —2 , 
110’ 20 50 21,5 
~ wees « 2,0 , — 51.5 22.5 
H, absorbiert 25 cemm 72) emm 31 cmm 
Durch I korrigiert 69.5 28.5 
H, absorbiert pro 
mg Hamin . 4 65.6 28 2 


+. Verhalten des Spirographishimins zu Kohlenoxyd. 

Wie das Eisen des gewohnlichen Hamins wird das Eisen des Spiro- 
graphishimins durch eine schwach alkalische -C ysteinlésung reduziert 
und reagiert dann mit Kohlenoxyd unter Bildung einer dissoziierenden 
Kohlenoxydverbindung. 


Zur Messung der Kohlenoxydaufnahme bringt man in die Birne £ 
des MeBgefaBes (Abb. 2) das Hamin, gelést in Natronlauge, in den 
Hauptraum H Cysteinpuffer, den Einsatz F ige Kalilauge, in 


den Gasraum Kohlenoxyd, dargestellt durch Eintropfen von Schwefel- 





saure Ameisenséure. Versuch (Temperatur 20°). 
GefiBb I Gefaisb I 
(ohne Hiaimin) (mit Spirographishan 
| 6mg Cysteinchlorhydrat 6 mg Cysteinchlorhydrat 
Hauptraum. ........ | 0,57 eem n/10 NaOH 0,57 com n 10 NaOH 
1,43 Wasser 1,43 Wasser 
Birne 01 n/10 NaOH 0,1 njl0 NaQ) be 
y | 1,27 mg Spirographishan 
Einsatz 0,1 5° pige KOH 0,1 eem 5°), ox 
Gasraum j Kohlenoxyd von Ke yhlene xyd von 
; \ Atmosphiarendruck Atmospharendruck 
Flissigkeitsvolumen . 2,20 cem 2,20 cem 
Volumen des Gasraums 13,28 . 14,28 
Gefiiikonstante fiir CO 24 qmm 1,34 qmm 


Druckanderungen nach Finkippen des Hamins: 


Nach 10’ 0 . 28 
» 20! +05 — 29 
ra 60". 0 — 30.5 Mittel 31,2 mu 
On: p __ ayn | korrigiert durch | 
120)’ = 0,9 31,5 — 30,8 mm 41,.2¢mm 
250 ‘ — 0,9 — 30.5 | Pro mg Himin 
, 300’ ‘ 0.5 32.0 32,5 cm 
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Setzt man fir das Molekulargewicht des Spirographishamins 643, 
so berechnet man aus der angefiihrten Messung, dali 1 Mol Hamin 
0,93 Mole Kohlenoxyd aufgenommen hat. 


6. Absorptionsspektrum der Kohlenoxydverbindung des Spirographishimins 
sowie des Kohlenoxyd-Chlorocruorins. 


Spirographishamin, in wenig mehr als der berechneten Menge 
n/10 Natronlauge gelést, wurde mit einer schwach alkalischen Cystein- 
lésung (60 mg Cystein-Chlorhydrat, 0,57 cem n NaOH, 19 com Wasser) 
reduziert. Dann wurde mit Kohlenoxyd von Atmospharendruck 
gesattigt, unter LuftabschluB in Quarztrége (Abb. 3) eingefiillt und 
die Lichtabsorption zwischen 270 und 70044 gemessen. War der 
Absorptionsweg dem und das Verhaltnis der Lichtintensitaten an 
den Enden des Absorptionsweges 79/7, so war der absolute Absorptions- 


koeffizient 
§ =: ° - In to — |. 


c i | Grammatome Fe 


wo c die Kenzentration des Farbstoffs in Grammatomen Fe/cem be 
deutet. ‘ 


Abb. 3 
Absorptionstrége aus planparalleler 
Quarzplatten 
1: Vorderansicht 
B: Seitenansicht. 

Schichtdicke (0.5 und 1,0 em.) 











Die Absorption wurde! zwischen 270 und 600 jj mit der Photo- 
zelle von Elster und Geitel, zwischen 600 und 700 a mit Thermosiule 


und Zernike-Galvanometer gemessen. 


1 QO. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 214, 64, 1929. 
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In der gleichen Weise wurde die Lichtabsorption fiir kohlen- 
oxydgesattigtes Spirographisblut gemessen. Um hier c, die Konzen- 
tration des Farbstoffeisens zu  bestimmen, wurde das chemisch 
gebundene Kohlenoxyd mit Ferricyanid nach Haldane - Barcroft 
bestimmt und angenommen, dali 1 Atom Eisen 1 Molekiil Kohlen- 
oxyd bindet. Berechnet man mit diesem c die absoluten Ab- 
sorptionskoeffizienten £, so setzt man voraus, dab die Licht- 
schwachung i/i, in dem = Spirographisblut nur von demjenigen 
Farbstoff herriihrt, der das Kohlenoxyd bindet, d. h. von dem 
Chlorocruorin. Es kénnte aber sein, dab die Voraussetzung im 
kurazwelligen Ultraviolett nicht zutrifft. Wir haben dieses Spektral- 
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Abb. 4. 


gebiet in der graphischen Darstellung mit einem Fragezeichen und 
in der Tabelle mit Klammern versehen. 


Das Ergebnis der Messungen findet man in den Tabellen I und II 
sowie in graphischer Darstellung in Abb. 4. Chlorocruorin absorbiert 
im allgemeinen starker als das Hamin. Das Maximum der Absorption 
der Kohlenoxydverbindungen liegt fiir das Spirographis-Hamin um 
410 su, fiir Chlorocruorin um 440 sas. 


In Kohlenoxyd-Chlorocruorin liegt eine Haminverbindung vor, 
die in bezug auf die Lage der Hauptabsorptionsbande weitgehend mit 
der Kohlenoxydverbindung des Atmungsferments tibereinstimmt. Das 
Verhaltnis der Absorptionskoeffizienten § fiir die blaue und violette 
Quecksilberlinie ist fiir (siehe Tabelle auf S. 183) 
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Tabelle I. 
Lichtabsorptionskoettizienten det Kohlenoxvdverbindung 
des Chlorocruorins. 
; Konzentration « 
Wellenlinge *hiehtdicke i 1 
(ane he ) 
wa en ecm 
I) ODD 1.075. 10-* 5.76 1.75 (2.96.10 
2H0 O55 1.075 6.15 1.82 (3.08 
270 O.D5 1.075 $.25 2.11 5.06 
ISO O55 1.075 8.08 2.09 3.53 
24) ODD 1.075 5.06 1.62 2.74 
300 O55 1,075 2.69 0.99 1.67 
310 O55 1.075 2,22 0,80 1.35 
520) ODD 1.075 2.55 O87 1.47 
330 0.55 1.075 261 0,96 1.62 
340 0.55 1.075 2 67 O.US 1.65 
350 ODD 1.075 2.858 1.06 1.79 
360 O55 1,075 2,90 L.O4 L.S1 
370 0.55 1.075 2.78 1,02 1.71 
380) 0.55 1.075 2.93 ONO 1.35 
ago 0.55 1,075 1.90 0.64 1.08 
400 0.55 1.075 1,99 0.69 1.16 
410 ODD 1.075 2.66 O.9S 1.65 
420 O55 0.266. 107° 1.41 03 2.34 
430) ODD 0.266 1.82 0.60 4.13 
436 0.55 0.266 2.31 O84 D.77 
440 0.55 0266 247 0.91 6.25 
447 0.55 0,266 2.09 0.74 5.20 
450 0.55 0.266 1,72 0.54 70 
460 0.55 0.266 1.23 0.21 1.44 
470 0.55 5.36 . 1078 10.0 20 O.78 
4s) ODD 5.36 4.82 1.57 O54 
449 0.55 5.36 331 1.20 408 
HOO 0.55 5.36 3.36 1,21 (412 
5LO ODD 5.36 3.25 1.158 0.402 
520 0.55 5.36 3.55 1.26 0.428 
530 O55 5.36 3.63 1.29 0.439 
540 O55 5.36 70 1.3 0.445 
DDO 0.55 5.36 4.57 1.58 O.538 
DDD 0.55 5.36 4.91 1.59 0,542 
560 0.55 5.36 5.16 1.64 0.558 
570 0.55 5.36 4.37 l 0.504 
5S) ODD 5.36 4.37 1 0.504 
590 O55 5.36 5.59 1 0.585 
600 O55 5.36 9.63 2 0.770 
610 0.55 5.36 12.9 2.56 0.870 
620 0.55 5.36 4,08 1.41 0.480 
630 0.55 26.8. 10-5 5.38 1.68 0,114 
640 0.55 26.8 3,16 1.15 0.078 
650 0.55 26.8 2.45 0.90 0.061 
660 0.55 26.8 215 0.76 0.052 
670 O55 PHS 1.93 0.66 0.045 
680 1.30 26,8 , 82 1.3 0.0389 
690 1,39 26,8 3.31 1,20 0,035 
TOO 1.30 26.8 2.44 O89 0.026 
710 1.30 26S 208 0.73 0.021 
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Kohlenoxyd-Chloroeruorin .. ae eee a 3.54 
Kohlenoxvd-Hamoglobin' . 2... . . we a a O53 
Kohlenoxydverbindung des Ferments* (Hefe) . 2 . . . eH $04 
Kohlenoxvdverbindung des Ferments® (Netzhaut) . .. 0.2. °.~;. ,10 


7. Himochromogenreaktion des Spirographishimins, 


Lost man Hamin in wasserigem Pyridin und reduziert sein Kisen- 
atom mit Hydrazin, so tritt ein Spektrum auf, das wir mit //. Fischer 
., Hamochromogenspektrum™ nennen. Die charakteristische Bande 
dieses Spektrums ist die am weitesten nach Rot liegende Bande. Ihre 
Lage hingt bis zu einem gewissen Grade von der Konzentration des 
Pyridins ab, und so ist es zweckmaBig, bei Vergleichen eine bestimmte 
Pyridinkonzentration einzuhalten. 

Wir lésen das Hamin in wisserigem Pyridin, das aus drei Volumina 
Wasser und einem Volumen Pyridin besteht. Zu der Himinlésung fiigen 
wir ein Zehntel ihres Volumens einer wiisserigen Hydrazinl6sung (0.7 g 
Hvdrazinchlorhydrat + 5 com Wasser + 5 com zweifach n Natron- 
lauge). Unter diesen Bedingungen finden wir die charakteristische 


Hamochromogenbande fiir 


twa be 


Spirographishimin . .. . . O75 bis 590 wu 
Hamin aus Hamoglobin DOO. OHO 
Mesohaimin . . . . 540 ., 550 
Deuterohamimn . e . . 640 ., 550 
Koprohamin. . 2... 0... . O40, 550 
Pyrrohimin .. _ 54000. 550 
Phyllohamin. . .. . . . 545 ,, 555 
Phioporphyrin’ a,. . . . . . 575 ,, 590 


‘ . 

Spirographishimin und //. Fischers Phaeoporphyrin a, geben also 
aihnliche Hamochromogenreaktion. 

SchheBlich erwahnen wir noch, dali das Hamochromogen des 
Spirographishamins unbestindig ist. Unter Bedingungen, die wi 
noch nicht tibersehen, wandert die charakteristische NSpirographis- 
hande von 585 nach 560s, also in die Nahe der Hamochromogen 


bande des gewOhnlichen Hiamins. 


1 QO. Warburg, BE. Neqelein und W. Christian, diese Zeitschr. 214, 
26, 1929. 

20. Warburg und EF. Negelein, ebendaselbst 214, 64, 1929 

3 Dieselhen. ehendaselbst 214. LOL, L929. 

1 Vel. H. Fischer au. R. Baumler, A. AST, 197, 19380. Phaoporphyrine 
entstehen, wenn man Phiophorbid a (aus Chlorophyll a) kurze Zeit mit 


Jodwasserstoft reduziert. 








Uber katalytische Wirkung von Bluthiminen und yon 


Chlorophyll-Himinen. 


Von 
Otto Warburg und Fritz Kubowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 22. August 1930.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Die bisher beschriebenen Haminkatalysen — Oxydation des Cysteins 


zu Cystin! oder Oxydation von Athylenbindungen? — sind homogene 
Katalysen und an Wirksamkeit der Atmung die eine Haminkata- 
lyse an Oberflaichen ist nicht vergleichbar. 


Wir haben untersucht, was geschieht, wenn man Hamine in 
kernlose rote Blutzellen hineinbringt. Rote Blutzellen  verlieren 
mit ihrem Kern im_ wesentlichen ihre Atmung*®, nicht aber ihre 
glvkolytische Wirkung, die wie die Atmung  narkotisierbar ist 
Kernlose rote Blutzellen sind also Zellen, in denen die Oberflachen 
fiir die Oxydation nicht ausgenutzt sind, und hier waren die Aus- 
sichten groB, durch Himine der Atmung vergleichbare Wirkungen 
zu erzielen. ‘ 

Unwirksam oder wenig wirksam waren das gewohnliche Blut- 
himin, Spirographishamin und Koprohamin. Wirksamer war Pyrro- 
himin, ein Hamin, dessen Porphyrin nach R. Willstdtter entsteht, 
wenn man Chlorophyll bei hohen Temperaturen mit Alkalien abbaut. 


' D.C. Harrison, Biochem. Journ. 18, L009, 1924. H. A. Krebs, diese 
Zeitschr. 204, 322, 1929. 

2M. E. Robinson, Biochem. Journ. 18, 225, 1924. R. Kuhnu. K. Meyer, 
Hoppe-Seylers Zeitschr. f. Physiol. Chemie 185, 193, 1929. 

3 0. Warburg, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. Physiol Chemie 59, 112, 
1909; 70, 413, L9LL. EF. Negelein, diese Zeitschr. 158, L21, 1925. 
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Am wirksamsten war ein griines Hamin, das Hamin des Phiao- 
phorbids a, das dem Chlorophyll sehr nahe verwandt ist. Phaéo- 
phorbid a entsteht nach R. Willstdtter aus Phaophytin a, wenn man 
seine Phytolestergruppe zur Carboxylgruppe verseift. Mit Phio- 
phorbid-a-Hamin kann man den Sauerstoffverbrauch kernloser roter 
Blutzellen verzwanzigfachen und eine Oxydationsgeschwindigkeit 
erzeugen, die bei weitem grober ist’ als die Oxydationsgeschwindig- 


keit in kernhaltigen normalen Vogelbluterythrocyten. 


Der Sauerstoffverbrauch, der unter der Wirkung der genannten 
Himine auftritt, ruhrt her von einer Oxydation von Zucker oder dessen 
Spaltungsprodukten. Denn er wird nur in Zellen gefunden, die Zucker 
oder Zuckerspaltungsprodukte (Milchsaéure) enthalten. Unter den 
Endprodukten der Katalyse erscheint Kohlensaiure. Die Katalyse durch 
Phaophorbid-a-Hamin ist eine Oberflichenreaktion, denn = sie wird 
durch Narkotica gehemmt, um so starker, je starker die Narkotica 
adsorbiert werden. Die Katalyse wird ferner durch Kohlenoxyd ge- 
hemmt. 


Wir beschreiben die Versuche in folgenden Abschnitten: 
I. Versuchsmaterial und MeBmethoden. 

11. Bluthamine und Koprohimin. 

It. Pyrrohamin. 

IV. Phaophorbid-a-Hamin. 

V. Methamoglobinbildung durch Hamine. 


VI. Mechanismus der Katalysen. 


I. Versuchsmaterial und MeSmethoden, 


Als Versuchsmaterial dienten rote Blutzellen von Kaninchen. 
Rote Blutzellen von anderen Tieren Hund, Rind, Pferd, Mensch 
gaben kleinere Ausschlage. Kaninchenblut, durch Schiitteln defibriniert, 
wurde zentrifugiert, das Sediment zweimal mit 0.9°iger Kochsalz- 
losung auf der Zentrifuge gewaschen (Kochsalzlésung spilt den in 
den Zellen enthaltenen Zucker oder die in ihnen enthaltene Milchsiure 
schneller heraus als Kochsalz-Phosphat) und dann mit 0.9° ,iger Koch- 
salzlésung oder Kochsalz-Phosphatlésung auf das urspriingliche Blut- 
volumen aufgefillt. Die Kochsalz-Phosphatl6sung hatte die Zusammen- 
setzung: 8,5 Vol. m 2 Na,gH PO, + 1.5 Vol. m 2 KH,PO,, mit 0.9° iger 
Kochsalzlésung auf das 25fache verdiinnt. 


1 ccm einer so hergestellten Zellsuspension verbrauchte pro Stunde 


hei 38° einige Kubikmillimeter Sauerstoff, und zwar war der Sauerstoff- 


IS6 O. Warburg u. F. Kubowitz: 


verbrauch kleiner, wenn Glucose zugesetzt wurde. Durch Glykolyse 
wurden in | ecem Suspension pro Stunde bei 38° etwa 0,17 mg Glucose 
zu Milchsaéure gespalten, wenn die Zellen mit Luft gesattigt waren. 
Unter anaeroben Bedingungen (Argon) betrug die glykolytische Zucker- 


spaltung etwa 0.25 mg Glucose. 


Der Sauerstoffverbrauch der Kaninchenblutzellen wird durch 
n/1000 Blausaure fast vollstandig gehemmt, aber er wird nicht gehemmt 
durch Kohlenoxyd. Nach den Gepflogenheiten der — biologischen 
Literatur ware aus der Wirksamkeit der Blausdiure zu schlieBen, 
dab die Atmung der Kaninchenblutzellen eine Metallkatalyse ist, .aus 
der Nichtwirksamkeit des Kohlenoxyds das Gegenteil. 


Zur Messung des Sauerstoffverbrauchs und der Kohlensaure- 
hildung dienten drei GefaBe nach Abb. 1, in deren Hauptraum H je 


Versuchsgefif) fiir die manometrischer 


Messungen 








2cem Zellsuspension eingefiillt wurden. Der Einsatz Eo von Gefab | 
enthielt 5° ige Kalilauge, die Einsitze F der GefaBbe IL und ILL blieben 
leer. GefaB LL diente zur Bestimmung der chemisch gebundenen Kohlen- 
siure zur Zeit ¢ 0, GefaB ITT zur Bestimmung der im Versuch an 
den Gasraum abgegebenen Kohlensaure sowie der chemisch gebundenen 
Kohlensiure am Ende des Versuchs. Die zur Berechnung not wendigen 
Formeln findet man in dieser Zeitschr. 146, 380, 1924. 


Bei der Bestimmung der chemisch gebundenen Kohlensiure wird 
die Kohlensaiure in den Gasraum getrieben, indem man aus der Birne 6 
Essigsiure zuflieBen liBt. Geschieht das Ansauern in Luft, so erscheint 
im Gasraum nicht nur Kohlensaéure, sondern auch Sauerstoff, weil 
Siure Oxyvhimoglobin unter Methaimoglobinbildung zersetzt. © Um 
diesen Fehler zu vermeiden, siuern wir in sauerstofffreiem Raum an. 
Die Vorschrift zur Bestimmung der chemisch gebundenen Kohlensaure 


in roten Blutzellen ist dann: 
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Die GefaBe I, IL und IIL, die alle gleich viel Zellen enthalten, werden 
im Thermostaten bei 38° geschiittelt, bis Temperatur und Druck- 
ausgleich eingetreten ist. Dann wird (zur Zeit ¢,) GefaB IL heraus- 
genommen, in den Hauptraum 0,1 com n NaOH gegeben, in den Ein- 
satz FE ein Stéibchen gelben Phosphors und 0,1 com Wasser, in die 
Birne B 0.3cem dreifach n Essigsaure, in den Gasraum Argon. So gefiillt, 
wird das GefaB in einem auf Zimmertemperatur einstehenden Thermo- 
staten geschittelt, bis das Manometer keine Druckaénderung mehr 
anzeigt. Kippt man jetzt die Essigsdiure aus der Birne in den Haupt- 
raum, so riihrt der auftretende positive Druck allein von Kohlen- 
siure her. Am Ende des Versuchs (zur Zeit ¢) wird dasselbe Verfahren 
auf GefaB IIL angewendet. Die Differenz beider Kohlensdiurebestim- 
mungen ergibt die Zunahme der chemisch gebundenen Kohlensaure 
in der Zeit ¢ t 


o 
Il. Bluthimine und Koprohiimin, 


Gewohnliches Bluthimin wurde durch Eintropfen von Rinderblut- 
erythrocyten in eine siedende, mit) Kochsalz gesattigte Hisessiglésung 
dargestellt und aus Pyridin-Chloroform-Eisessig umkristallisiert. 

Spirographishimin wurde, wie in’ der vorhergehenden Arbeit be- 
schrieben, aus Spirographisblut dargestellt und aus Pyridin-Chlorotorm 
Eisessig umkristallisiert. 

Koprohimin wurde nach Hans Fischer synthetisch'!, ausgehend von 
Acetessigester und salpetriger Saiure, dargestellt und aus Pyridin-Chloro 
ftorm-Eisessig umkristallisiert. 


Die Kaninchenblutzellen waren in O.9° iger Kochsalzl6sung 


suspendiert. 1 cem Zellsuspension enthielt 148 cmm Oxyhamoglobin- 
Sauerstoff, nach Haldane-Barcroft bestimmt. 

Zum Versuch wurden in den Hauptraum der Mebgefaibe (Abb. 1) 
2cem Zellsuspension gefillt sowie 0,1 cem 10°, ige Glucose und 1 mg 
Hamin, gelést in 0.1 eem n 10 NaOH. Der Einsatz enthielt 0,15 com 


5° ige Kalilauge, der Gasraum Luft, die Versuchstemperatur war 38°. 


Der Sauerstoffverbrauch war: 





Img 
Ohne , 1 mg Bluthimin aus ling 
Himinzusatz Bluthamin aus Spire Koprohamin 
Rinderblut graphisblut 
emm © emm ©) mm oO emm Oy 
' 
Nach 85 Min. 19) 11 1] 12 
160. 13 26 14 14 


Spirographishamin und Koprohimin waren also praktisch un- 
wirksam, Bluthamin wenig wirksam. 


1 H. Fischer. H. Friedrich. W. Lamatse h. kK. Morqenroth, Liebigs Ann. 
466, 147, 1928. 
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HI. Pyrrohiimin. 


Pyrroporphyrin wurde nach R. Willstatter! aus Chlorophyll da: 
vestellt. Das Hamin des Pyrroporphyrinesters ist von Treibs und 
Wiedemann beschrieben. Es bildet sich, wenn man Pyrroporphyrin- 
ester nach der Methode von Zaleski? mit Ferro-Ferriacetat in Kochsalz- 
Kisessig erhitzt. Das Hamin des Pyrroporphyrins selbst ist in det 
Literatur nicht beschrieben. Es bildet sich, wenn man Pyrroporphyrin 
nach Zaleski behandelt, in fast quantitativer Ausbeute und fallt beim 
Umkristallisieren in quadratischen Platten, die in Abb. 2 abgebildet sind 
Die Analyse? der bei 60° im Hochvakuum getrockneten Kristalle ergab 


3.210 mg Substanz. . . . . . . 7,518 mg CO, 1,555 mg HO 
3,484 ,, PP ae ‘ - - 0208 , TO, L763 4» Hv 
Rare oe a ar . . . O3858 cem N (24°, 748 mm 
Coat « a tives. - 3s ~. RB Ge” 7 

1.355 ., rr a cee . . . 1129 mg AcCl 

$3906 ., oa jf oe ws 6 eee AgC] 

Sy ir a 5 ae al 5 og. w= eee FeO 

6109 ., aan ee 











Abb. 2.) Pyrrohimin, aus Pyridin-Chloreform-Eisessig. 


mR. Willstatter u. A. Stoll, Untersuchungen tiber das Chiorophyll. 


Berlin 19138. 
2 Treibs u. Wiedemann, Liebigs Ann. 466, 264, 192s. 
3 Zaleski, Hoppe Sevlers Zeitschr. f. Physiol. 48, Ll, L904. 
' Beziiglich der Methoden vgl. die vorhergehende Arbeit tiber Spiro 


graphishamin. 
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( H N Ke Cl 
Gefunden . Be = 64,03 5,58 9,75 9.56 6,50 
Berechnet (3, Hg. NyQoF eC! 63,80 5,53 9,63 9.59 6,08 


Pyrrohamin wird von einer schwach alkalischen Cysteinlésung 
reduziert und bindet dann Kohlenoxyd. Das Absorptionsspektrum 
der Kohlenoxydverbindung ist in Abb. 3 abgebildet. 
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Abb. 3 
Absolutes Absorptionsspektrum der Kohlenoxydverbindung des Pyrrohimins 
l 1 i 
Lésungsmittel: 60mg Cysteinchlorhydrat + 0.57 cem n NaOH + 20cem Wasser -« 8 :° - In 
¢ c i 
, i Grammatomen F¢ i . 
(d Absorptionsweg in cm, ec Himinkonzentration in — Verhdltnis der 
ecm i 


Lichtintensitaten an den Enden des Absorptionsweges) 


Die Konstitution des Pyrroporphyrins ist von Hans Fischer! 
durch Synthese aufgeklirt worden. Es ist eine Porphin-mono-propion- 
saure. Aus dem gewohnlichen Blutporphyrin kann man sich Pyrro- 
porphyrin entstanden denken, indem man die beiden Vinylgruppen 
des Blutporphyrins durch Athylgruppen und einen Prepionsadurerest 
durch Wasserstoff, ersetzt. 


‘ 
° ° - ° . 
Pyrrohamin hat die Eigenschaft, daB es rote Blutzellen, die in 
Salzlésungen suspendiert sind, agglutiniert, was die anderen hier be- 
schriebenen Hamine, auch Phaophorbid-a-Hamin, nicht tun. In 





1 H. Fischer, H. Berg u. A. Schormiiller, Liebigs Ann. 480, 109, 1930. 
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salzfreien Losungen, zum Beispiel in blutisotoner Glucoselésung, ist 
keine oder nur eine sehr geringfiigige Agglutination zu beobachten. 


Katalytische Wirkung von Pyrrohdmin in Blutzellen bei Zusatz von Glucose. 


Abb. 4 ist die graphische Darstellung eines Versuchs. 

Die Blutzellen waren in Kochsalz-Phosphat suspendiert, das 
Haimin wurde in die Birne des VersuchsgefaBes (Abb. 1) eingewogen, 
mit wenig tiberschiissiger Natronlauge erwiarmt und nach Abkihlen 
in die Zellsuspension eingekippt. Man sieht aus der Abb. 4, daB die 
Wirkung auf den Sauerstoffverbrauch allmahlich erscheint. Nach 
etwa einer Stunde ist die volle Haminwirkung da, die Oxydations- 
geschwindigkeit ist dann rund zehnmal so groB als in der Kontrolle, 
der kein Haimin zugesetzt wurde. Die mittlere Kurve zeigt, daB die 
Haminwirkung eine Wirkung auf Zucker ist. Ohne Zuckerzusatz ist 
die Wirkung kleiner und erlischt, wie wir annehmen, wenn die Glucose 
oder die Milchséure, die die Zellen enthalten, verbraucht worden ist. 





2Wt 

210} 

#0\ Abb. 4. 
750} 2cem Kaninchenblutzellen 
- in Kochsalz-Phosphat. 
' od Temperatur 38° 

, Gasraum Luft 
60 
30 
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JO 60 30 20 150 180 290 240 270 00 
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Respiratorischer Quotient. 


Nach der in Abschnitt I beschriebenen Methode wurde fiir 2 cem 
Kaninchenzellen in Kochsalz-Phosphat + 10 mg Glucose + 2 mg Pyrro- 
hamin bei 38° (Gasraum Luft) gefunden: 


Verbrauchter Sauerstoff nach 253 Minuten. . . 2%, 212 ¢cmm 


In den Gasraum abgegebene Kohlensaure nach 


253 Minuten Se ee ak ies ee. CeCe - 100, 93 
Gebundene Kohlensiiure in der Zellsuspension 
zur Zeit ¢ ee eae aa se a ee oe « 
Gebundene Kohlensiure in der Zellsuspension 
zur Zeit ¢ I ec ee ta <0  « 
Zunahme der gebundenen Kohlensaure in 253 Mi- 
RE his re ba ee ee oie ee 6 50 
_ j —— as j 5 
Respiratorischer Quotient — = ca —— 0,68. 
#0) wha 
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Bei dieser Rechnung ist die normale Atmung, weil sie gegen die 
Pyrrohaminatmung klein ist (Abb. 4), nicht beriicksichtigt worden. 
Der respiratorische Quotient bei der Pyrrohaminatmung zeigt, dal 
die Verbrennung der Glucose unvollstandig ist. Ein Produkt 
unvollstindigen Verbrennung ist, wie wir festgestellt 
traubensdure. 


der 
haben, Brenz- 


Hemmung durch Kohlenoxyd. 


Abb. 5 zeigt die hemmende Wirkung des Kohlenoxyds. Ein Gemisch 
von 90 Vol. CO und 10 Vol. O, hemmt die Pyrrohaminatmung um 
etwa 50°, ein Gemisch von 80 Vol. CO und 20 Vol. O, hemmt die 
Pyrrohaminatmung um etwa 30°,.) Im Dunkeln und im Licht waren 
die Kohlenoxydhemmungen gleich. 


Abb 
2cem Kaninchenblutzellen 
in 5 Glucose 
lremperatur 38 
2mg Pyrrohimin : 2 cen 
Zellen 





Oxydation von Milchsdure. 


Auch Milchsaure wird durch Pyrrohamin in Blutzellen katalytisch 


oxydiert. Ein Versuch mit Lithiumlactat ist in Abb. 6  graphisch 


cf’ Abb. 6. 

S 1 2cem Kaninchenblutzelien 

iy n0.9° 9 Kochsalz, zu 2 cen 

4 9 OJ com m2 KH,PO, zu- 
on gesetzt in dem Versuch 
ry 


der oberen Kurve auferdem 
Omg Li-Lactat 
remperatur 38 
Gasraum Luft 





dargestellt. Als Suspensionsfliissigkeit diente bei diesen Versuchen 
eine saure Phosphat-Kochsalzlésung, um das Eindringen der Milch- 
saure in die Blutzellen zu erleichtern. 


Die Oxydationsgeschwindigkeit bei Zusatz von Lithiumlactat 


ist kleiner als bei Zusatz von Glucose, und nimmt mit der Zeit schneller ab 
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IV. Phiophorbid-a-Himin. 


Phaophorbid a nennt R. Willstatter! eine gut kristallisierende 
Substanz, die aus Chorophyll a entsteht, wenn man durch Saure das 
Magnesium abspaltet und die Phytolestergruppe zur Carboxy!- 
gruppe verseift. Phaophorbid a ist ein Monomethylester und hat 
nach den Analysen von H. Fischer und R. Béumler? die Zusammen- 
setzung 

Cog Hyg Ny Oy. 


H. Fischer und R. Baéumler® haben gezeigt, dab man in Phaophorbid a, 
nach der Methode von Zaleski® Eisen einfiihren kann. Es entstand 
ein griines Hamin, das kristallinisch erhalten wurde und die Zusammen- 
setzung hatte 

C45 Hy,N,O, FeCl, 


also nach seinem Wasserstoff- und Sauerstoffgehalt nicht das einfache 
Hamin des Phaophorbids a war. 


Eine etwas andere Zusammensetzung hatte das katalytisch stark 
wirksame Eisensalz, mit dem wir gearbeitet haben, 200 mg Phao- 
phorbid a wurden hei in 5cem Eisessig, der mit Kochsalz gesittigt 
war, gelést, heiB filtriert, mit einer Ferro-Ferriacetatlésung in Kochsalz- 
Kisessig versetzt, 3 Minuten im Wasserbad erhitzt (bis das Phaophorbid- 
spektrum verschwunden war), abgekiihIt und mit 100 cem Chloroform 
verdiinnt. Das Chloroform wurde mit Wasser saurefrei gewaschen, 
durch ein trockenes Filter filtriert und im Vakuum auf 25 ccm eingeengt. 
Dies ist die Vorschrift von Hans Fischer und R. Badumler*, die wir 
dann nicht weiter befolgten; vielmehr fallten wir die eingeengte Chloro- 
formlésung direkt mit Petrolither, wobeiein chlorfreies, griines, amorphes 
Pulver ausfiel (144 mg), das im Hochvakuum bei 60° getrocknet folgende 
Analysenwerte gab: 


3,270 mg Substanz. . .. . . . 7,611 mg CQO, 1,552 mg H,O 
3,453 ,, o ‘cei nsns « OO, CO. 146. EO 
3,566 ,, mn ~ «+ » « « + O,269cem N (21°, 758 mm) 
3.600 ., se cc we 2 ws OR . BM Le, TH mam) 
5,790 ,, pm cs » « + + « CORO Pe6, 

5,852 ,, me inakn~ x= 2. Pee 


1 R. Willstdtter u. A. Stoll, Untersuchungen iiber das Chlorophyll. 


Berlin 1913. 


2 H. Fischer u. R. Baumler, Liebigs Ann. 474, 65, 1929. 
8 Zaleski, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. Physiol. Chemie 48, 11, 1904. 
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( H N Fe Cl 
es sce ee oS 63,40 5,33 8,70 7.67 
Berechnet fiirCy,HygNgOgke 63,40 5,18 8,47 8.45 


Die Zusammensetzung dieser Substanz stimmt am besten auf 
das einfache Hamin des Phaophorbids a (Substitution von zwei Wasser- 
stoffatomen durch | Fe). 


Reaktion mit Kohle nox yd. 


Das Eisen des griinen Haimins wird durch eine schwach alkalische 
Cysteinlésung reduziert und reagiert dann mit Kohlenoxyd, wobei 
in Kohlenoxyd von Atmospharendruck | Atom Eisen 1 Mol Kohlen- 
oxyd bindet. Zur Messung der Kohlenoxydaufnahme diente ein GefabB 
nach Abb. 1. Als Beispiel einer Messung fiihren wir den folgenden, 
bei 20° ausgefiihrten Versuch an. 


Hauptraum #7: 6 mg Cysteinchlorhydrat, 0,57 ccm n/ 10 NaOH, 1,48cem 
Wasser. 


Birne B: 2 mg griines Hamin = 0,153 mg Fe, gelést in 0,1 cem 
nl0 NaOH. 


Kinsatz FE: 0,1 cem Wasser, darin ein Staébchen gelben Phosphors. 


Gasraum: Kohlenoxyd von Atmospharendruck. 





emm C© absorbiert nach 
Einkippen des Himins 


Nach 50 Min. . . 26 
a area 36 
oO , ' 53 
ees T 3 59.4 
~ We 60,0 


Man berechnet daraus, daB 1 Gramm-Atom Fe 
60 
0,153 


. 55.8 . 108 21900 cem CO 


aufgenommen hat, das ist 


21900 
22400 
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0.98 Mole CO. 





fizient B 





Absoluter Absorptionsk ve 
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Absorptionsspektrum. 


In Abb. 7 ist das absolute Absorptionsspektrum der Kohlenoxyd- 
verbindung des griinen Hamins graphisch dargestellt. 


44x78 











250 300 I50 400 450 500 550 600 650 700 750 800 
=» Wellenlange (up) 
Abb. 7 
Absolutes Absorptionsspektrum der Kohlenoxydverbindung des griinen Himins. Losungs- 
1 
mittel: 60mg Cysteinchlorhydrat + 0,57 ccm n NaOH + 20cem Wasser. #8 “ . -In 
c ce i 


Grammatomen Fe — ig 


(d Absorptionsweg in em, ec Haminkonzentration in Verhiltnis der 


cem 
Lichtintensitéten an den Enden des Absorptionsweges). 


Katalytische Wirkung des Phdophorbid-a-Hdmins in roten Blutzellen bei 
Zusatz von Glucose. 

In Abb. 8 ist ein Versuch mit Phaophorbid-a-Hamin graphisch 
dargestellt. Die Blutzellen waren in 0,9°,iger Kochsalzl6sung suspen- 
diert. Von dem griinen Hamin wurden 20 mg in 0,6 cem n/1l0 NaOH 
und 1,4cem Wasser gelést, 0,1 cem dieser Lésung (= 1 mg) wurden 
zu 2 cem Zellsuspension zugesetzt. Anders als die Wirkung des Pyrro- 
hamins erscheint die Wirkung des griinen Hamins sofort und nimmt 
im Laufe von Stunden langsam ab. Wie man aus Abb.8 sieht, be- 
schleunigt das griine Hamin die Atmung auf das rund 20fache. Ohne 
Glukosezusatz ist die Wirkung des griinen Hamins bald verschwunden, 
wie wir annehmen dann, wenn die geringen Mengen Zucker oder Milch- 
sdure, die in den Zellen immer enthalten sind, verbraucht sind. 
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Respiratorischer Quotient bei Glucosezusatz (Methode Abschnitt 1). 
Fir 2ccm Zellsuspension in Kochsalz-Phosphatlésung + 10 mg 
Glucose + 0,5 mg grines Himin wurde bei 38° gefunden: 


Sauerstoffverbrauch in 45 Minuten ..... . 20 55 emm 
Kohlensaure, in den Gasraum in 45 Minuten ab- 


gegeben . a ee ee a ee ee LOO, 14.4 
Kohlenséure, in der Zellsuspension zur Zeit t = 0 

a ay hai aod 182 SA Se ma 76 
Kohlensaure, in der Zellsuspension zur Zeit t = 45 

Manuten @epumG@em . 2. 6 ttt 99 
Zunahme der gebundenen Kohlensiure in 45 Mi- 

a en ea n> 23 

C0. + 200, 14,4 + 23 


Respiratorischer Quotient 0.68 


ZO, vo 


Wir finden also, wie bei der Pyrrohiminatmung, einen respiratori- 
schen Quotienten, der kleiner ist als 1. 


Sauerstoffverbrauch bet Zusatz von Lithiumlactat. 

In Abb. 9 ist ein Versuch graphisch dargestellt. Vergleicht man 
die Abb. 8 und 9, die in demselben MaBstab gezeichnet sind, so sieht 
man, dab anfangs die Wirkung des Haimins auf die Milchsaure gréBer 
ist als die Wirkung auf die Glucose, daB aber die Wirkung auf die 
Milchsaure schneller abfallt. 

Den respiratorischen Quotienten bei der Milchsdéureoxydation 
bestimmten wir wie den respiratorischen Quotienten bei der Zucker- 
oxydation und fanden ihn gleich 0,55. Auch die Oxydation der Milch- 
sdure ist also unvollstandig. 


san + 
| pe Abb. 9 
40n re 
20+ sang! 
ic! ait y 2 cem  Kaninchenblut- 
a zellen in 0,9° ,iger Koch- 
ye T | salzlisung + 0,1 ccm 
/ m2 KH,PO, 
Temperatur 38° 
‘he ng x >| ar . 
normale AT x | Gasraum Luf 
NE 
2 W 80 80 100 120 WO 160 0 2 
>> Minuten 





Hemmung der Haminwirkung durch Kohlenoxryd. 
Ein Gemisch von 80 Vol.-°,, Kohlenoxyd und 20 Vol.-°., Sauer- 
stoff hemmt den Sauerstoffverbrauch um 50 bis 60°,, Versuchsan- 
ordnund wie bei Pyrro-Hamin. 


13 * 
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Hemmung der Haminwirkung durch Narkotica. 

Die Blutzellen wurden zunachst in 0,9°,iger Kochsalzlésung ge- 
waschen, dann in 0,9°,iger Kochsalzlésung, der verschiedene Urethane 
in verschiedenen Konzentrationen zugefiigt waren. Zu je 2 cem Zell- 
suspension, die alle gleichviel Zellen enthielten, wurden 10 mg Glucose 
und Img griines Haimin zugesetzt. Der Sauerstoffverbrauch wurde 
fiir Perioden von 30 Minuten bei 38° in Luft gemessen. Es zeigte sich, 
dab rote Blutzellen, die griines Hamin enthalten, bei 38° durch Urethane 
schneller hamolysiert werden als normale rote Blutzellen. Deshalb 
waren die Versuchszeiten kurz, und es wurden nicht, wie sonst iiblich, 
die Konzentrationen ermittelt, die 50°,, Hemmung bewirkten, sondern 
die Konzentrationen, die 25% Hemmung bewirkten. Wir fanden: 





25 °/) Hemmung der Phiophorbid- 
Hiimin-Atmung wird bewirkt durch 
Millimole pro Liter 


Methylurethan . . . 400 
Atbylurethan. .. . 70 
Propylurethan . . . 22 
Phenylurethan . . . 4 


Es folgt aus dieser Reihe, daB die Phaophorbid-Haiminatmung 
eine Reaktion an Oberflachen ist. 


V. Methimoglobinbildung durch Hiimine. 


Wie John Haldane' fand, kann man mit Ferricyanid den Sauerstoff 
des Oxyhimoglobins austreiben. Bei der Reaktion, die Haldane und 
Barcroft zur manometrischen Bestimmung des Oxyhamoglobins benutzt 
haben, oxydiert das dreiwertige Eisen des Ferricyanids das zweiwertige 
Eisen des Himoglobins. Die Endprodukte sind Ferrocyanid und Met- 
hamoglobin, in der Bilanz ist die Reaktion der Ubergang eines Elektrons 
von dem Hamoglobineisen auf das Ferricyanideisen. 

Wir haben beobachtet, daB sich eine ahnliche Reaktion zwischen 
Hamineisen und Hamogilobineisen abspielen kann, d.h. dab Hamine 
Hamoglobin zu Methimoglobin oxydieren kénnen. 

Nach Stadie und Ross* durch Elektrodialyse dargestelltes kristalli- 
siertes Pferdeoxyhamoglobin wurde in m/10 Phosphat (8,5 Vol. m/10 
Na,H PO, + 1.5 Vol. m/10 KH,PO,) gelést. Je 2cem der Loésung 
wurden bei 38° mit Luft unter Zusatz verschiedener Hamine einige 
Stunden geschiittelt. Wurde dann das Oxyhamoglobin nach Haldane- 


' John Haldane, The Journ. of Physi logy 22, 298, 1897/98. 

2 W. C. Stadie u. E. C. Ross, Journ. of biol. Chem. 68, 229, 1926. 
Vgl. auch O. Warburg, E. Negelein u. W. Christian, diese Zeitschr. 214, 26. 
L929. 
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Barcrojt mit Ferricyanid bestimmt, so wurden beispielsweise folgende 
Zahlen erhalten: 





2mg + 2mg + 2meg + 2mg 


Ohne Hamin : , 
Bluthamin Deuterohimin* Koprohamin Pyrrohiamin 


Nach 240 Min. 
bei 38° | 


86 cmm 62 emm 37 emm 36 emm 80 emm 
Os pro cem | 
Losung 
Methamoglobin 86—62 86—37 86—36 86—80 
my ay 
bildung in % 86 86 86 86 


des gesamten 


00 = 28° 00 = 57 ° 58° 7° 
Himoglobins 100= 28% «1 96“ | 100 = 98") . 100 = 4 


* Deuterohimin ist von H. Fischer entdeckt (Hoppe-Seylers Zeitschr. f. Physiol. Chemie 161 
17, 1926) und ist Bluthamin, in dem die beiden Vinylgruppen durch H ersetzt sind (H. Fischer u 
i. Nirstahler, Liebigs Ann. 466, 178, 1928). Deuterohamin ist leicht zuginglich nach einem 
Verfahren yon ©. Schumm (Hoppe-Seylers Zeitschr. f. Physiol. Chemie 178, 1, 1928) 


Die verschiedenen Hamine bilden also unter sonst gleichen Be- 
dingungen verschiedene Mengen Methamoglobin, am wenigsten bildet 
Pyrrohaimin, am meisten bilden Deutero- und Koprohamin, Bluthéimin 
steht in der Mitte. 

Zu der Methamoglobinbildung durch Hamine ist zu bemerken, 
dali das zweiwertige Hamineisen durch den Sauerstoff der Luft re- 
oxydiert wird. Gibt man Ferricyanid zu einer Oxyhamoglobinlésung, 
so entwickelt sich ebensoviel Sauerstoff, als Methamoglobin gebildet 
worden ist, Ferrocyanid wird durch den Sauerstoff der Luft nicht 
reoxydiert. Gibt man Hdmin zu einer Oxyhaimoglobinlésung, so ent- 
wickelt sich weniger Sauerstoff, als Methamoglobin gebildet worden ist, 
wegen der Reoxydation des zweiwertigen Hamineisens (und vielleicht 
aus noch anderen Griinden). Deshalb ist die Methamoglobinbildung 
durch Hamine in dem angefiihrten Versuch nicht durch die Sauerstoff- 
entwicklung bei Haminzusatz bestimmt worden, sondern indirekt, 
durch die Abnahme der Sauerstoffkapazitat. 

Die Methamoglobinbildung durch Hamine tritt auch ein, wenn 
man Hamine zu einer Suspension intakter roter Blutzellen gibt. 
Beispielsweise fanden wir, wenn wir dic Sauerstoffkapazitat von 
Kaninchenblutzellen mit der Ferricvanidmethode bestimmten: 





Abnahme der Sauerstoffkapazitaét beim Schiitteln 

von 2cem Zellsuspension (in Kochsalz-Phosphat) 

in Luft bei 38° in °/9 der anfanglichen Sauerstoff- 
kapazitét (in 3 bis 4 Std.) 


Bei Zusatz von 2mg Bluthamin. . W% 
. ‘ » 2 , Pyrrohamin . Keine Abnahme 
» 2 , Phaophorbid- 


a-Hamin .. 17° 
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Interessant ist die Methamoglobinbildung durch Hamine_ bei 
Gegenwart von Blauséure. Wir haben gefunden, dab Blausdure die 
Methamoglobinbildung begiinstigt. Setzt man zu einer Suspension 
von roten Blutzellen eine dem Hamoglobin aquivalente Menge Blau- 
sdure, so wird bei Zusatz von grinem Hamin in verhaltnismabig kurzer 
Zeit fast das gesamte Hamoglobin in Methamoglobin (genauer in Blau- 
sdure-Methamoglobin) umgewandelt. Folgende Zahlen wurden erhalten : 


Kaninchenblutzellen in Kochsalz-Phosphat bei 38°. Gasraum Luft. 





2cem Suspension 2ecem Suspension 2cem Suspension 


Oo-Kapazitat pro Gefab | 
zur Zeit ¢ 0 | 
Mole Hb, pro Gefab 1,3.10-° Mole 1,3. 10-® Mole 1,3. 10-5 Mole 
Mole KCN zugesetzt —_ 1,0.10-° Mole 3,3 .10-° Mole 


292 emm Og 292 emm O, 292 emm O, 


Phaophorbid-a-Haimin | lmg 1 mg 1 mg 
zugesetzt | =0,15.10-° Mole =0,15.10-® Mole =0,15.10-5 Mole 
sale tga 242 emm Oy 59emm Og 23emm Oy 
Methamoglobin gebildet 292—242 292—59 292—23 
in % des gesamten Hamo- 292 292 299 
globins 10 = 35% .100 = 80% . 100 — 92 % 


VI. Mechanismus der Himinkatalysen, 


Methimoglobin, unter geeigneten Bedingungen in roten Blut- 
zellen erzeugt, verbrennt Glucose, wobei das dreiwertige Eisen des 
Methamoglobins in zweiwertiges Eisen iibergeht!. Wie im vorigen 
Abschnitt gezeigt worden ist, bilden Haimine in roten Blutzellen Met- 
himoglobin. Ein quantitativer Zusammenhang zwischen der kata- 
lytischen Wirksamkeit der Himine und ihrer methamoglobinbildenden 
Wirksamkeit besteht nicht. Pyrrohaémin ist katalytisch wirksamer 
als Bluthaémin, bildet aber unter sonst gleichen Bedingungen weniger 
Methamoglobin. Da jedoch Methaimoglobin nur an den Oberflachen 
der Stroma Zucker oxydiert, so kommt es auch darauf an, wo in der 
Zelle das Methamoglobin entsteht. Aus vielen Griinden ist es wahr- 
scheinlich, daB die hier beschriebenen Haminkatalysen, wenigstens 
zum Teil, tiber Methamoglobin gehen, indem das Hamineisen das 
Hamoglobineisen, das Methimoglobin den Zucker oxydiert. 

Dann lige eine gekoppelte Eisenkatalyse vor, in der zwei Eisen- 
atome — ein autoxydables und ein nicht autoxydables zusammen- 
wirkten. Die Eisenatome der Hamine sind autoxydabel, sie reagieren 
im zweiwertigen Zustande mit dem Sauerstoff der Luft unter Bildung 
von dreiwertigem Eisen. Das Eisenatom des Hamoglobins ist nicht 


1 O. Warburg u. F. Kubowitz, diese Zeitschr. 221, 494, 1930. 
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autoxydabel, es addiert zwar Sauerstoff, wird aber von Sauerstoff 
nicht zu dreiwertigem Eisen oxydiert. 

Vielleicht spielen derartige gekoppelte Kisenkatalysen auch sonst bei 
Oxydationsvorgangen in Zellen eine Rolle. Wir haben vor Jahren darauf 
aufmerksam gemacht !, daB das zweiwertige Eisen der Mac Munnschen 
Zellhamine (Keilins Cytochrom) so wenig autoxydabel ist, wie das 
Eisen des Hamoglobins, daB aber das zweiwertige Eisen der Mac Munn- 
schen Zellhimine durch das Eisen des Atmungsferments oxydiert 
wird. Ein System, bestehend aus dem Hamin des Atmungsferments 
und den Mac Munnschen Haiminen, ware also vergleichbar den hier 
beschriebenen Systemen, bestehend aus einem autoxydablen Hamin 
und dem nicht autoxydablen Hamoglobin. 


' O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927 (insbesondere S. 371). 








Zur Biochemie jodierter und arsenierter Pyridonderivate. 


IV. Mitteilung.! 


Von 
A. Binz, C. Raith und K. Junkmann. 


(Aus dem Chemischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule Berlin 
und aus dem Hauptlaboratoritum der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin.) 


(Eingegangen am 15. August 1930.) 


Der Versuch, die Arsenierungsverfahren, wie sie aus der Benzol- 
reihe bekannt sind, auch in der Pyridinreihe auszufiihren, wurde, 
wie wir aus Privatmitteilungen wissen, zwar schon an anderen For- 
schungsstatten erwogen, aber vor den Arbeiten von Binz und Rath 
deshalb nicht in die Tat umgesetzt, weil sich unter den Alkaloiden 
die starksten Gifte befinden, und darum bei der Einfithrung von Arsen 
in das Pyridin, die Stammsubstanz des Nicotins, nicht sowohl Heil- 
mittel als vielmehr Verbindungen von auBerordentlicher Giftigkeit 
zu erwarten waren. Dab die Genannten trotz dieses hemmenden Wahr- 
scheinlichkeitsschlusses dennoch jenes Gebiet betraten®, und auf ihm 
Praparate fiir medizinische Anwendungen suchten, ist durch tber- 
raschende Resultat belohnt worden: Es wurden Arsinsaéuren erhalten, 
die an Vertraglichkeit alle bisher bekannten Arsenverbindungen iiber- 
treffen®, und das gleiche ergab sich bei der Darstellung analoger Jod- 
verbindungen der Pyridinreihe, die als Selektan und Uroselektan Eingang 
in die Praxis gefunden haben. Sie sind klinisch intravenés auch in 
erheblichen Mengen anwendbar4, ohne da Jodismus auftritt; und 


1 III. Mitteilung siehe Binz, Rath und Rost, diese Zeitschr. 223, 249, 
1930. 

2 1. Mitteilung A. 453, 238. 1927. VII. Mitteilung, gemeinsam mit 
Maier-Bode, A. 480, 172, 1930. 

3 Siehe die vorige Mitteilung. 

4 Vgl. v. Lichtenberg und Swick, Klinische Priifung des Uroselectans, 
Klin. Wochenschr. 1929, Nr. 45, S. 2089; siehe ferner die zusammenfassenden 
Reterate von Lichtwitz und von v. Lichtenberg in ,.Medizinische Mitteilungen 
von Schering-Kahlbaum A.-G. Berlin, Heft 2, Februar 1930; und Binz, 
Rath, v. Lichtenberg, Die Wiedergabe von Nieren und Harnwegen im Réntgen 
hilde durch Jodpyridonderivate, Zeitschr. f. angew. Ch. 48, 452, 1930. 
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insbesondere das zur Pyelographie dienende Uroselektan ist so auBer 
gewohnlich ungiftig, da} man dem Menschen 40 g, entsprechend 16,8 g 
Jod, in einer Injektion intravenés zu verabreichen pflegt. 

Es tritt hier also eine merkwiirdige Beziehung zwischen chemischer 
Konstitution und biologischer Wirkung zutage, zu deren naherem 
Studium wir die in Betracht kommenden relativ giftigen Ausgangs- 
stoffe (Pyridin und 2-Pyridon) mit ihren ungiftigen arsenierten und 
jodierten Derivaten quantitativ durch intravendse Verabreichung an 
fatten verglichen haben. Die Hauptergebnisse sind in Tabellen | 
und II zusammengestellt. Sie erginzen und erweitern die Resultate 
der vorigen Mitteilung, und zwar zeigt sich folgendes: 


Tabelle 1. 


Gramm Substanz intravenés pro lL kg Rattengewicht. 





Dosis 


Dosis letalis . 
maxima tol 


Pyridin . . poe ie ve eee piwcied. ward I 0.75 
2-Pyridon eal 
(2-Oxy-pyridin) O OH 1,5 1.0 
NH N 
J 
2-Oxy-5-jod-pyridin in 
Natronlauge, Selektan ONa 1,0 0.75 
N 


Na HO, As— 
2-Pyridon-5-arsinsaures 
Natrium 0 6,0 4.0 


2-Pyridon- N -essigsaure, 
in Soda gelost = 6.0 4.0 


N.CH,CO,H 


5-Jod-2-pyridon-N-essig- 
saures Natrium (Uro- 


0) 8.0 . 
selektan ) 6,9 


N.CH,CO,Na 


Die Giftigkeit von Pyridin und 2-Pyridon sind von der gleichen 
GréBenordnung. Einfiihrung entweder des Arsensdurerestes in 5-Stellung 
oder des Essigsdurerestes am Stickstoff entgiften den 2-Pyridonkern. 
Fiinfstdndiges Jod, das an sich den 2-Pyridonkern etwas toxischer macht, 
wird durch den Essigsdurerest am Stickstoff soweit entgiftet, dap cine 


Jodverbindung entsteht, die ehenso wie die Arsenverbindung von aufer- 





202 A. Binz, C. Rath u. K. Junkmann: 


gewohnlicher Vertrdglichkeit ist; diese Jodverbindung ist noch vertrag- 
licher als die jodfreie Stammsubstanz, das 2-Pyridon-N-essigsdure- 
natrium!, 

Die aubergewohnliche Ungiftigkeit des Jods in Form von 5-jod- 
2-pyridon-N-essigsaurem Natrium ergibt sich weiter aus Tabelle II, 
in welcher Uroselektan mit anderen Jodverbindungen in bezug auf 
die Einheitsmenge Jod verglichen wird. 


Tabelle 11. 





Dosis letalis 


Jodgehalt in g Jod pro 1 kg 
09 Ratte (intravendis) 
Usemiiiteme 2. 5-6-6 ws 42.1 3,37 
Natriumjodid. ...... 84,7 0,6—1,2 
noe oe reg 51 0,51 
fe ar ca a es ee 28 0,07 
ae eee ee 62,8 0,037 


Danach verhalt sich die Giftigkeit der gleichen Menge Jod im 
Uroselektan, Natriumjodid, Selektan, Yatren, Alival wie 1:3,6 (im 
Mittel) : 6,4: 46,7: 88. Die Vergleichung der im Maximum ertraglichen 
Gaben (s. im experimentellen Teil) zeigt ein ahnliches Bild. 


Nicht ohne EinfluB auf die Ungiftigkeit unserer Verbindungen 
diirfte der Umstand sein, daB fiinfwertiges Arsen sowohl wie Jod in 
5-Stellung sehr fest am 2-Pyridonkern gebunden sind?. 


Experimenteller Teil. 
1. Pyridinderivate. 


Die Versuche wurden intravenés an Ratten angestellt, und zwar bei 
Praparaten 1 bis 6 unter folgenden Arbeitsbedingungen: Es wurde tunlichst 
10°, ige Lésung der Praparate in 0,6°,iger Kochsalzlésung verabreicht. 
Nur Selectan fand in 5°,, iger Lésung Anwendung, Uroselectan und 2-Pyridon- 
5-arsinséure-mono-natrium in 40°, iger Lésung. Pyridon-N-essigséiure in 


' Analog dazu ist p-Jodphenol weniger giftig als Phenol (Oswald, 
Chemische Constitution und Pharmakolog. Wirkung, S. 224. Berlin 1924). 
Pyridin-2-carbonsaéure und Pyridin-3-carbonsiure sind nach Oswald (S. 436) 
»physiologisch sehr wenig wirksam“. Nahere Angaben fehlen. Diese 
Verbindungen scheinen sich der 2-Pyridon-N -essigsaure ahnlich zu verhalten. 


2 Vgl. betreffs der Arsenverbindungen Binz, Rath. Maier. Bode, a. a. O. 
Quantitative Versuche betreffs der Jodverbindungen werden zurzeit von 
Dr. Hillgruber im Chemischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin angestellt und haben bis jetzt eine groBe Haftfestigkeit des Jodes 
ergeben. 
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20°, iger Lésung als Na-Salz. Pyridin wurde mit Salzs#ure neutralisiert. 
Die Infusion dauerte méglichst 10 bis 15 Minuten, meist 12 Minuten. Die 
Allgemeinwirkung ist eine fast rein narkotische, mit Ausnahme der von 
Uroselectan und 2-pyridon-5-arsinsaurem Natrium, welche uncharakte 
ristische Allgemeinwirkung zeigen; das Arsenpraparat ruft bei subletalen 
Dosen langere Krankheit hervor. Akut erfolgt der Tod durch Atemlaihmung 
bei schlagenden Herzen. 


Alle Zahlen gelten fiir 1 kg Rattengewicht. 


1. Pyridin (mit Salzsiure neutralisiert). 


0,25 g: wirkungslos. 0.37 g: nur leicht matt. 0,5 g: Seitenlage, 
nach 11,4 Stunden sich wieder aufsetzend. 0,75 g: volle Lahmung, am 
nachsten Tag noch etwas matt, iiberlebt. 1.0 g: Lahmung, am niichsten 


Tage tot. 2,0 g: Lahmung, Dyspnoe, feines Zittern, Atemstillstande, Tod. 


2. 2-Pyridon. 


1.0 g: munter, iiberlebt. 1,5 g: volle Seitenlage. Am nachsten Tage 
noch Seitenlage, tiefe Temperaturen, Tod. 2,0 g: Nach der Infusion 
munter, spaiter matt. Am nichsten Tage tot. Lungenédem. 3.0 g: 
Paresen, Seitenlage. Am nachsten Tage tot. 4.0 g: Paresen, Seitenlage. 


Temperatursturz. Am nichsten Tage tot. 
3. Pyridon-N-essigsdure (in Soda geldst). 


4.0 ¢: in 60 Minuten munter, iiberlebt. 6,0 ¢: in 52 Minuten sehr matt, 


am nichsten Tage tot. 8.0 g: in 24 Minuten Dyspnoe, Mattigkeit, aut 
Beriihrung Streckkrampf, dann Ruhe in Seitenlage. Auf Beriihrung 
neuerlich heftiger Streckkrampf und Tod. 3.0 g: Paresen, Seitenlage. 
Am niichsten Tage tot. — 4,0 g: Paresen, Seitenlage. Temperatursturz. 


Am nichsten Tage tot. 


4. 2-Pyridon-5-arsinsaures Natrium. 


1.0 g: munter, iiberlebt. 4.0 g: lingere Zeit krank, tiberlebt. 
6,0 g: am nachsten Tage sehr matt; mittags tot. 8.0 g: nach der Infusion 
munter; am niachsten Tage sehr matt; tot. 


5. Selektan (5-Jod-2-oxy-pyridin in 4° iger alkalischer Lésung). 


0.25 g: maBig matt, leichte Paresen, iiberlebt. 0.37 g: munter, 
iiberlebt. — 0.51 g: volle Lahmung, am nichsten Tage matt. 0,75 g: 
Seitenlage, tiberlebt. 1.0 g: Seitenlage, am Ende der Infusion tot. 


6. Uroselektan (5-jod-2-pyridon-N-essigsaures Natrium). 


3.0 g: munter, tiberlebt. 4.0 g: munter, tiberlebt. 6,0 g: matt, 
iiberlebt. — 8,0 g: matt, am nachsten Tage tot. 


2. Jodpraparate'. 


Die Injektionen fanden intravenés statt unter Variierung der Zeiten. 
Alle Zahlen gelten fiir 1 kg Rattengewicht. 


1 Die der Pyridinreihe angehérenden Priparate sind schon unter 
1 angefiihrt. 
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Konzentration a om 
nfusion Befunde 
£ °/, der Lésung | Min. 
1. Natriumjodid. 
0,5 5 7 Keine Erscheinungen 
0,75 10 12 Mattigkeit, Dyspnoe, spiter Hrholung, 
nach 5 Tagen tot 
0,75 5 11 Matt, fribt einige Zeit schlecht 
1,0 5 15 Matt, frit einige Zeit schlecht 
1,0 10 2 Uberlebt 
1,5 10 +] Nach 2 Tagen tot 
2.0 10) 16 Matt, am nachsten Tage tot (Lungen- 
6dem, Pleuritis) 
2. Yatren. 
0,12 2.5 6 Munter, iiberlebt 
0.18 2,5 5 Munter, iiberlebt 
0,25 2.5 11 ‘Taumelt, Atmung periodisch, am nichsten 
Tage matt, nach 2 Tagen tot 
O05 2,5 11 Nach '/, Stunde tot 
3. Alival. 
0.03 2.5 10 Munter, iiberlebt 
0,06 2,5 5 EKinige Tage matt, am 3. Tag tot 
0,09 2.5 6 Einige Tage matt, fribt schlecht, am 
3. Tag tot 
0,12 2.5 8 Am nachsten Tag matt, zittrig, ge- 
straubtes Fell, nach 2 Tagen tot 
0,18 2.5 9 Nach 6 Stunden tot, Lungenéddem 
0.25 5 3 Nach 4 Stunden matt, am niachsten Tag 
tot 
0,37 5 5 Nach 4 Stunden tot 
0,5 10 12 Am niichsten Tag tot 
1,0 10 12 Starke Mattigkeit, nach 4 Stunden tot 
2.0 10 13 Matt, Seitenlage, Cyanose, Tod 
‘ 
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Untersuchungen itiber den Blutzucker. II. 


Von 
P. Rona und W. Fabisch. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Uni- 


versitat Berlin.) 
(Eingegangen am 15, August 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der Bedeutung, die eine Methode besitzt, die gestattet, den 
Blutzucker auf andere Art als durch Messung der reduzierenden Fahig- 
keit des enteiweibten Blutfiltrats zu bestimmen, haben wir die in der 
ersten Arbeit! begonnenen Untersuchungen mit der Methode der Ver- 
girung der Glucose durch Colibakterien fortgesetzt und sie auf die 
Bestimmung des Zuckers im Blute von Diabetikern, von Kaninchen, 
die mit Adrenalin hyperglykamisch, und solchen, die dureh Insulin 
hypoglykamisch gemacht waren, ausgedehnt. Diese Wiederaufnahme 
der Versuche war auch deshalb von Wichtigkeit, weil der Abbau der 
Glucose durch Colibakterien ein auBerordentlich komplexer Vorgang 
ist", dessen einzelne Stufen vor allem in dem von uns verwendeten 
Milieu noch nicht restlos bekannt sind, und weil deshalb eine weitere 
Stiitzung des Zusammenhangs | Mol Glucose = 2 Mol Gas, als CO, 
berechenbar, zu wiinschen war. 

Es sei hier eine kurze Zusammenstellung der von Rona und Mit- 
arbeitern bisher ver6ffentlichten Zuckerbestimmungen mit der Coli- 
methode gegeben, und zwar nur der in Tabellenform mitgeteilten. 


' P. Rona u. W. Fabisch, diese Zeitschr. 217, 1, 1930. 

2 Vgl. hierzu Rona, Nachmannsohn, Nicolai, ebendaselbst 187, 328, 1927. 
Virtanen, Karstrém, Turpeinen, Die Naturwissenschaften 17, 877, 1929 
und besonders K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 220, 461, L930 
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1. (Rona, Nachmannsohn, Nicolai, 1. ¢. S. 329.) 





Glucoseverbrauch in mg Fehler (abgerundet) 
Gefab berechnet bestimmt nach o Gefab rchsehni 
— paar they pro Gefal im Durchsehnitt 
Nr Druckzunahme Jensen 0, 0/, 
| 38 0,634 0,657 — $5 l 
Versuch | 40 0.618 0,647 4.5 -4.5 
| 44 0,622 0.657 —55 |j 
7 | 37 1,268 1,222 —1 \ 35 
” 41 1,176 1,252 —6 | ai 
41 1,268 1,216 +4 | 
» W--{) 9 11188 1.242 —~ yj + 
ae, 41 1,184 1,185 0) 0 


,.Man sieht, daB die Glucosewerte manometrisch und nach Hage- 





dorn-Jensen gemessen innerhalb einer Fehlergrenze von -+- 4°,, iiber- 
einstimmen.** 
2. (Rona und Fabisch, |. ce. 8S. 12.) 
Milligramm Glucose in 100 cem normalem Menschenblut. 
(Mittelwerte aus je sieben bis zehn Parallelbestimmungen. ) 
Nach Hagedorn-.Jensen Colimethode Nach Hagedorn-Jensen Colimethode 
113 117 96 +- 1,0 100 + 1,3 
110 113 96 + 0,75 104 +- 1,75 
107,5 111 153 + 0,6 152 + 2.3 
106 + 0.6 102 + 1,3 133 + 1.3 126 + 21 
101 + 1,25 104 +- 1,8 113 + 1,8 109 +. 2,2 
94 ++ 2,25 109 + 1,6 





(Siehe weiter Tabelle auf Seite 207). 


r) 


Die*Technik der Versuche war die gleiche wie in der ersten Arbeit von 
Rona und Fabisch, nur wurde in allen Fallen, um bequemer arbeiten zu 
kénnen, dem Blut Natriumfluorid zugesetzt, ferner als Elektrolyt zur 
vollkommenen Ausfaillung des Eisenhydroxyd-Blut-Koagulums 0,1 cem 
gesittigte Natriumsulfatlésung verwendet. Alle Versuche wurden, soweit es 
technisch angangig war, in zwei oder drei Parallelen angesetzt. Die einzelnen 
Werte und die daraus berechneten Mittel sind im folgenden getrennt an- 
gegeben. 


Es wurden zunachst einige Versuche mit normalem menschlichen 
Blut ausgefiihrt, um die Methode nochmals unter bekannten Bedin- 
gungen zu priifen. Das eine Versuchsprotokoll sei ausfiihrlich wieder- 
gegeben; in diesem Falle war die Versuchsperson nicht niichtern. In 
den beiden anderen Fallen wurde mit Niichternblut gearbeitet. 











n 


Milligramm Glucose in 0,1 cem Kaninchenblutplasma. 


3. (Rona und Fabisch, |. e. 
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S. 15.) 








Datum 


1929 


20. 


1 


éi. 


28. 


29 


2. VII. 


3. VII. 


VI. 


VI. 


, eo 


; 


» Via 


: OE. 


ee 


VI. 


« WER 


Hagedorn-Jensen 


Einzelwerte 


0,145 
0.143 
0,141 


0,136 
0,132 
0,136 
0,134 


0,110 
0,110 
0,111 
0.111 


0,174 
0,174 
0,174 


0,158 
0,161 
1,158 
0.158 


0,155 
0,155 


0178 
0.175 
0.175 
0,175 
0,171 
0,169 
0,169 
0,169 


0,146 
0,146 
C146 
0,148 


0,155 
0,151 
0,155 
0,151 


0,165 
0.165 
0,165 
0,165 


0,165 
0,163 
0,163 
0,163 


Mittel 


0,143 


0,134 


0,110 


0,174 


0,159 


0,155 


0.176 


0.170 


0,147 


0,153 


0,165 


0.164 


Colimethode 


Einzelwerte 


0,147 
0,144 


0,147 
0,152 
0,148 


0.113 
0,113 
0117 


0,193 
0,197 
0,199 


0,164 
0.167 
0,167 


1,158 
0.161 
0,160 


0,176 
0,184 
0,182 


0,180 
0,179 
0,175 


0.158 
0.158 
0,156 


0,155 
0,153 
0,153 


0,181 
0,182 
0,176 


0.176 
0,183 
0.177 


Mittel 


0.145 


0,149 


0,115 


0,196 


0,166 


0.160 


0181 


0.178 


O157 


0,154 


0.180 


0.178 
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Versuch 1. 


W. Fabisch: 


Blut 


Zur Bestimmung nach Hagedorn-Jensen 
L.cem des enteiweiBten Bluttiltrats 


Temperatur 


37,5" C, 


Coliversuch. 


M. 


und der Colimethode wird je 


0.1 com Blut verwendet. 


Gasgemisch 95°, N, 5°, CO,, Ringer (20). 














0 
4 s 1 3 10 
z 5 = z = z= Thermo 
n Bes 2 ~ 7s barometer 
Min cal = 2 
0 25 8, 15,5 
15 55 8.55 15,75 = 
20/0 60 8,55 15,8 = 
5 11,8 15.9 ™ 
10 5 14,3 16,0 S 
15 5 14,55 16.0 = 
20 a) 14,7 16,15 
24 5 14,65 16,1 
Druckdifferenz 
in mm 58,5 61,0 3.0 3,0 3.0 
Korrigiert . 55.5 58.0 0 0 
Koo. : 0,596 0,572 
~ ae “ye 
emm CO, . 33,1 33,1 
mg Glucose 0,132 0,132 


Hage dorn-J ensen. 
0,132 mg Glucose, 
0,130 
Mittel: 0,131 
Zusammenstellung. 
Milligramm Glucose in 0.1 cem Blut. 





Kinzelwerte 
Mittel . 


Nach Hagedorn-J ensen Nach Colimethode 


0,132 0,130 0,132 0,132 
0,131 0,152 
Versuch 2. Blut A. 
Milligramm Glucose in 0,1 cem Blut. 





Nach Hagedorn-Jensen Nach Colimethode 





Kinzelwerte 0,099 0,101 0.1015 verungliickt 
Mittel . 0,100 0,101 
Versuch 3. Blut F. 
Milligramm Glucose in 0,1 cem Blut. 
Nach Hagedorn-Jensen Nach Colimethode 
Einzelwerte 0,105 0,101 0,102 0,099 
Mittel . 0,103 0.101 








™m 
st 
ce 


Ke 
ms 
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In diesen drei Versuchen, in denen der Blutzucker im normalen 
menschlichen Blut nach Hagedorn-Jensen und der Colimethode be- 
stimmt wurde, findet sich eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen 
den beiden Werten. Die Ergebnisse, die in der ersten Arbeit erhalten 
werden konnten, lieben sich also auch an diesen Fallen bestatigen. 


Ill. 

Nach dieser nochmaligen Uberpriifung der Methode wurden die 
Versuche an hyperglykamisch gemachten Kaninchen in Angriff ge- 
nommen. Wir verwendeten dazu zwei Kaninchen von je etwa 3!/, kg 
Gewicht. Die Tiere erhielten je 1 mg Adrenalin synthet. Hochst 
subeutan, das Blut wurde 2 Stunden spater durch Einschnitt in die 
Randvene des Ohres gewonnen. Mit Ausnahme der ersten Versuche 
wurden die Untersuchungen mit je 0,5cecm_ Blutfiltrat = 0,05 cem 
Blut durchgefiihrt, da sich die groBben Glucosemengen schlecht hand- 
haben lieBen. 

Versuch vom 21. Juni 1930. WKaninchen Nr. Il. Erhalt 1 mg Adrenalin 
synthet. Hochst subcutan. Blutentnahme nach 2 Stunden. Zu den Versuchen 
werden je 0,5 ccm des enteiweiBten Blutfiltrats verwendet 0,05 com Blut 


Coliversuch. 





- 
x 
- 
x 
+ 
1 








suspension 
suspension 
Ringer (20) 





suspension 


> cem Blutfiltrat 





s = Thermo 
oS 8 S barometer 
Min. soe ee 2 8 
0 1,55 5,1 D 8.1 7.7 16,0 _ 
1) 1,85 5,35 1 8,4 7.9 16,15 =e 
15/0 1,85 5,35 1,15 8,35 7,8 16,15 28 
5 4.5 8,15 8.75 8,1 16,35 = - 
10 7,75 11,45 8,8 8,15 16,4 25 
15 10,55 14,3 8,95 8,2 16,45 2 
18 10,55 14,25 8.9 8,15 16,45 ~ 
Druckdifferenz 
mm Brodie 87,0 89.0 74,5 55 3.5 + 3,0 
Korrigiert . . 84,0 86,0 71,5 + 2.5 + 0.5 
a og 0,612 0,590 0,718 0,565 0,620 
2 
emm CQO, . . 51,4 51,1 51,3 1.4 + 03 
1.4 
1,7 
Korrigiert . . 49,7 49.4 49.6 
mg Glucose . 0,199 0,197 0198 mg Glucose in 0,05cem Blut 


Hagedorn Jensen. 
Milligramm Glucose in 0,05 cem Blut. 
0,200, 0,198, O,L98. 


Biochemische Zeitschrift Band 227. 14 
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Zusammenstellung. 





Kinzelwerte | 


Mittel 
Mittel, 


fiir 0.05 eem 


0,1 cem Blut 


Wir geben 


Blut 


berechnet fiir 


Nach Hagedorn-J ensen 


0,200 0.198 0,198 
0,199 


0.398 


Nach Colimethode 


0,199 0,197 


im folgenden eine tabellarische 


0,198 


0.396 


0,198 


Zusammenstellung 


der Resultate an Kaninchenblut bei Adrenalinhyperglykamie. 





Datum 


1930 


6. VI. 


14. VI. 


29. VI. 


20. VI. 


23. VI. 


24. V1. 





II 


H 


fir 0,05 cem 


ver 


Kinzelwerte 


agedorn- 
Jensen 


Blut 
0,222 
0,222 
0,220 
0.159 
0,159 
0.168 
0,169 
0,169 
0,170 


0,215 
0,216 
0,215 
0,192 
0.183 
unglickt 
0,221 
0,219 
0,217 
0,214 
0,214 
0,212 
0,200 
0,198 
0,198 
0,223 
0,219 
0,218 
0,197 
0,195 
0,193 


mg Glucose 


Coli- Hagedorn- 


methode Jensen methode 


fiir O.1 cem 
Blut 
0,453 
0.453 0,222 
0,452 
0,325 
0.3138 0.162 
0.322 
0,348 
0.342 0170 
0.346 


far 0.05 cem 
Blut 
0,215 
0,210 0,215 
0,212 
0,191 
0,186 0,187 
0,191 
0,218 
0,218 0,219 
verungliickt 
0,215 
0,209 0,213 
0,217 
0,199 
0.197 0,199 
0,198 
0,227 
0,228 0,220 
0,228 


0,202 
0,199 0,195 
0,195 


Mittelwe 


rte 


Coli- 


0,453 


0,320 


0,345 


0,189 


0,218 


0,214 


0.198 


0,199 


Mittel werte 
fiir O,leem Blut 


Hagedorn 


Jenser 


0,444 


0.324 


0.340 


0.430 


0,375 


0.438 


0.426 


0,398 


0.440 


0,390 


Coli- 
methode 


0,453 


0,320 


0,345 


0,424 


0,378 


0,436 


0,428 


0,396 


0,456 


0,398 








in 
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Der Blutzucker bei Adrenalinhyperglykamie wurde in elf Fallen 
am Kaninchen untersucht. Dabei lagen die Werte von Kaninchen 
Nr. 1 immer iiber 0,400 mg, die von Kaninchen Nr. I] immer unter 
0.400 mg. Es konnten also, wie es ja auch bekannt ist, mit einiger 
Genauigkeit immer ahnliche und fiir das einzelne Tier charakteristische 
Werte nach der Adrenalingabe erzielt werden. 

In allen Fallen war die Ubereinstimmung der Hagedorn-Jensen- 
und Coliwerte durchaus befriedigend. Die gréBten Abweichungen 
fanden sich bei den Versuchen vom 4. und 23. Juni 1930. Hier wurden 
mit der Colimethode etwa um 4°, héhere Werte als nach Hagedorn- 
Jensen erhalten. Dieser Fehler halt sich also in den von Rona, Nach- 
mansohn und Nicolai angegebenen Grenzen der Methode. In den noch 
verbleibenden acht Ergebnissen der Tabelle verteilen sich die Ab- 
weichungen ganz gleichartig, und zwar iiberwiegen in vier Fallen die 
Hagedorn-Jensen-Werte, in den vier anderen Fallen die Coliwerte. 
Wir kénnen also nach diesen Resultaten von einer guten Uber- 
einstimmung der mit den beiden Methoden erhaltenen Werte sprechen 
und auch fiir die Fille von Adrenalinhyperglykimie die in der 
ersten Arbeit geiuBerte SchluBfolgerung wiederholen, daB wegen der 
Ubereinstimmung der Werte nur Glucose bestimmt zu sein scheint. 


IV. 

Die Untersuchungen an menschlichem Diabetikerblut wurden 
an Patienten der 1. und 2. medizinischen Klinik und_ Poliklinik 
vorgenommen. Bei der Auswahl der Falle wurde nur auf die 
sicher nachgewiesene diabetische Stoffwechselstérung Wert gelegt. 
Eine Auswahl unter den Diabetikern nach der Schwere der Er- 
krankung, Alter, Geschlecht, begleitende Krankheiten wurde nicht 
getroffen. Nur bemihten wir uns Falle mit méglichst holien Blut- 
zuckerwerten (wir verwendeten, wie erwahnt, nur bereits vorher 
untersuchte Fille) zur Bestimmung zu erhalten. Die folgende Zu- 
sammenstellung soll also keine klinischen Fragestellingen beleuchten, 
kann es auch vor allem nicht wegen der verhaltnismaBig geringen Zahl 
der Falle. Es sollte im wesentlichen gerade hier nur die Verwend- 
barkeit der Methode fiir die Untersuchung des menschlichen Diabetes 
erprobt werden, wenngleich die erhaltenen Resultate vielleicht ge- 
wisse Anregungen fiir die Bearbeitung nach klinischen Gesichts- 
punkten geben. 

Die Vorbereitung des Blutes zur Untersuchung geschah im allgemeinen 
in der gleichen Weise wie bisher, d. h. es wurde 1,00 cem Blut mit Eisen- 
hydroxyd im Gesamtvolumen 10,0 com enteiweiBt. In einzelnen Fallen 
muBte aus technischen Griinden bisweilen von dieser Anordnung abgewichen 
werden; das ist dann jeweils bei den Versuchen vermerkt. Die Ergebnisse 


14* 
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wurden aut das angefiihrte Volumenverhaltnis umgerechnet, wie aus der 
Tabelle zu ersehen ist. In drei Fallen miBlang die EnteiweiBung nach der 
sonst angewendeten Methode aus nicht ersichtlichen Griinden (Falle vom 
14. Juli 1930 und 17. Juli 1930). Dann wurden 10.0 cem des noch nicht 
vollkommen enteiweiBten Blutfiltrats mit 3,0 cem Eisenhydroxyd versetzt 
und zehn Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt. Das dann erhaltene 
Filtrat war bei der Probe aus Sultosalicylsiure, die jedesmal angestellt wurde, 
vollkommen eiweiBfrei. Die Reaktion auf Eisen mit Ammoniumrhodanid 
war in allen Fallen negativ. Auch diese Falle werden fiir das iibliche Ver- 
hiltnis 1 cem Blut auf 10 cem Gesamtvolumen umgerechnet. 


Versuch vom 5. Juni 1930. Mannlicher Patient der 1. medizinischen Poli 
klinik. Zum Versuch werden 1,0 ccm Blutfiltrat entsprechend 0,1 cem Blut 
verwendet. 


Colimethode. 











4 R 48 7 43 47 
z s | es.8| ,8 
= z p £ Bior Sus Thermo- 
==) nD =x 7 Beon ~ ae barometer 
Min. =se os os aa == 
0 2.65 2,90 3.95 8,7 10,45 15.05 = 
50 2.69 2.90 4.00 8,7 10,45 15,05 + = 
5 7.80 7.90 8,20 8,35 10,70 1! = 
10 12,85 13,30 12,50 8,35 10,70 1? = 
14 13,45 14.0 13,05 8,4 10,70 1 3 
17 13,45 14.0 13,05 8.4 10.7 1! 
Druckdifferenz 
inmm Brodie 108.5 111,90 90,5 3.0 + 2.5 + 1.0 
Korrigiert 107,5 110,0 89,5 — 4,0 1.5 
K,. 0, 0,596 0,572 0,711 0,549 0,605 
emm CO, 64,0 63,0 63.6 2,2 + 0.9 
2.2 
1,3 
Korrigiert 65,3 64,3 64.9 
mg Glucose 0,261 0,257 0,259 


Hagedorn-J ensen. 


0,262, 0,262, 0,258 mg Glucose. 


Zusammenstellung. 


Milligramm Glucose in 0,1 cem Blut. 








Einzelwerte 
Mittel. . . 


Nach Hagedorn-J ensen Nach Colimethode 


0,262 | 0,262 0,258 0,261 0,257 0,259 
0,261 0,259 








bo 


Li) 


cn 


14 


17 


19 


21 








er 
er 
rh 
ht 


zt 


le, 
id 


ut 








Untersuchungen tiber den Blutzucker. II. 213 


Zusammenstellung der Ergebnisse beim Blute von Diabetikern. 





Gefundene Gefundene Mittelwerte, berech 
Datum Einzelwerte Mittelwerte fiir 0.1 eem Blut 
} — . Haaedorn- Coli- Haagedorn- Col 
1930 Hagedorn-Jensen Colimethode yay ssatiie oo meth 
Ol ecem Blut | 0,09cem Blut 
=. ¥. 0,287 0.235 
0,291 0,228 0.288 0,233 0.288 0.259 
0,287 0,236 
O.lcem Blut 
me ¥. 0,286 verungliickt 
0.286 0,293 0,285 0,294 0.285 0,294 
0,284 0.295 
0,.05ceem Blut 0,05cem Blut 
‘ r 9 n 
29. V. 0,120 0,119 0.116 0,236 0,282 
0.117 
0,025 cem Blut 
0,058 
0,1 cem Blut 0,lceem Blut 
wa. WF. 0,191 0,163 
0,187 0,160 0,188 0,163 0.188 0,163 
0,188 0.165 
2 VL 0,275 0,279 
0,279 0,276 0,277 0,278 0,277 0,278 
0,278 
3. VI. 0,279 0,286 
0,279 0,278 0.280 0,284 0,280 0,284 
0,283 0,286 
5. VI. 0,262 0,261 
0,262 0,257 0,261 0,259 0,261 0,259 
0,258 0,259 
0,073 eem Blut | 0,0734 cem Blut 
14. VII. 0,204 0,215 . 
0,211 0.213 0,208 0,215 0,284 0,293 
verungliickt 0,217 
0,077 cem Blut 0,077 ccm Blut 
17. VII. 0,265 0,288 or oar ee 0.373 
0,263 0.285 0,264 0.286 0,343 37 
0,152 0,154 - _ on 
pines sega 0.15% 0.15% 0.199 0,202 
0,154 0,157 1168 109 il 
0,1 cem Blut O.leem Blut 
19. VII. 0,244 0,247 
0,242 0,240 0,243 0,243 0,243 0,243 
0,242 0,244 
21. VII. 0,310 0,345 
0,309 0,341 0,310 0,345 0,310 0,345 
0.310 0,350 


mm Glukose 


n 


e 
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Ein Vergleich der Hagedorn-Jensen- und Coliwerte, die an den 
zwolf untersuchten Diabetikern erhalten wurden, zeigt eine befriedigende 
Ubereinstimmung der Ergebnisse in den beiden Untersuchungsreihen, 
wenn sie auch nicht so gut war, wie bei den Fallen mit Adrenalin- 
glucosurie, In acht Versuchen unter zwélf sind Abweichungen in den 
oben erwihnten Grenzen von etwa 4°, zu beobachten. Vier Wert- 
paare fallen heraus. In den Versuchen vom 22. und 31. Mai 1930 ergaben 
sich nach Hagedorn-Jensen etwa um 10°, héhere Werte als mit der 
Colimethode, umgekehrt bei dem einen Versuch vom 17. und dem vom 
21. Juli 1930. Hier sind die Coliwerte um etwa 10°, héher als die 
nach Hagedorn-Jensen erhaltenen. Auf jeden Fall kann gesagt werden, 
da®B diese Differenzen nicht darauf zuriickzufiihren sind, da8 entweder 
die eine oder die andere Methode immer héhere Werte liefern miibte, 
womit dann die Unbrauchbarkeit der Colimethode gegeniiber dem 
auBerordentlich gut bewahrten Hagedorn-Jensen dargelegt wire. Es 
ist gewiB ein Zufall, daB gerade in der gleichen Zahl von Fallen einmal 
die Colimethode und das andere Mal die nach Hagedorn-Jensen die 
hoheren Werte zeigt. 

V. 

Bei den Zuckerbestimmungen im hypoglykamischen Schock 
bestanden im Anfang methodische Schwierigkeiten, da die in diesem 
Zustand vorhandenen Zuckermengen so geringe waren, daB bisweilen 
bei der Bestimmung mit der Colimethode wegen der kleinen Druck- 
steigerungen der Ablesefehler bis zu 10°, des erhaltenen Resultats 
betragen konnte. Der Verwendung wesentlich gréBerer Mengen des 
enteiweibten Blutfiltrats war in den Abmessungen der GefaBe eine 
Grenze gesetzt. Versuche, das Blut in einem kleineren Gesamtvolumen 
zu enteiweiBen und so eine héhere Zuckerkonzentration zu erreichen, 
schlugen fehl, da die Filtrate nicht mit Sicherheit vollkommen eiweibfrei 
zu erhalten waren. Wir wahlten daher den Ausweg, die Manometer 
mit einer leichteren Sperrfliissigkeit zu fiillen, um so die Ausschlage 
zu vergroBern. Am besten fiir diese Zwecke geeignet erwiesen sich 
nach dem Vorschlag des einen von uns (Fabisch) die Grenzkohlenwasser- 
stoffe bis Cy, da sie ein sehr geringes spezifisches Gewicht mit einem, 
vor allem bei den Gliedern Cg und Cg, relativ hohen Siedepunkt ver- 
einigen, 

Ein Teil der Versuche ist mit einem Nonan der Firma Frankel & Landau, 
Berlin, durchgefiihrt. Wir reinigten das Nonan zunachst durch Destillation, 
schiittelten es mit Tierkohle und destillierten es zum zweiten Male. Es ging 
dann eine wasserklare, wenig riechende Fliissigkeit bei 152° tiber. Das 


spezifische Gewicht betrug allerdings 0,78, wahrend sich in der Literatur fur 


das normale Nonan 0,73 findet. Als noch leichtere Sperrtliissigkeit ver- 
wendeten wir zum Schlu8 das Octan aus Octyljodid der Firma Kahlbaum, 
das in geniigender Reinheit geliefert wird (Siedepunkt 126°, spezifisches 
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Gewicht 0,70). Glieder der Reihe der Grenzkohlenwasserstoffe mit noch 
geringerer C-Zah] zu verwenden, ist nicht zweckmabig, da sich das spezifische 
Gewicht nur unwesentlich erniedrigt, dagegen die Siedepunkte sehr stark 
fallen. 

Da diese Kohlenwasserstoftfe Gummi leicht durchdringen und dann aut 
der Obertliche des Gummis schnell verdunsten, konnte die iibliche Niveau 
regulierung der von Warburg modifizierten Barcroft-Manometer nicht bei 
behalten werden. Wir bedienten uns daher der aus der Abbildung ersicht- 
lichen Konstruktion. Der Gummischlauch G und das Knierohr A wird so 
weit, wie es die Schratfierung andeutet, mit Quecksilber get tllt, dariiber dann 
die Sperrtliissigkeit geschichtet. Die Niveauregulierung geschieht wie tiblich 
durch Drehen der Schraube S. Dadurch wird das Niveau des Queck- 
silbers und somit auch das der dariiberliegenden Jeichten 
Sperrfliissigkeit im Manometer MW verandert. 

Die GefaBkonstante andert bei Verwendung einer 
Manometersperrflissigkeit von anderem spezitischen Ge- 
wicht als die Brodie-Fliissigkeit ihren Wert, und zwar 
ist in dem Ausdruck 


10000 
der Nenner mit dem Verhiltnis der spezifischen Gewichte 
der Brodie-Lésung und der neuen Sperrfliissigkeit zu 
multiplizieren, so daB man zu dem Ausdruck kommt: 





273 
Up est 0," r 
z= 9 : 
10000 = 
S 
wobei Sp das spezifische Gewicht der Brodie - Lésung, Abb. 1 


S das der neuen Sperrfliissigkeit bedeutet. 

Im folgenden sei an je einem Beispiel fiir Nonan- und Oktanfiillung 
der Manometer der Vergleich mit den iiblichen Brodie-Manometern durch- 
gefiihrt. Zu bemerken ist dazu noch, daB die Leerversuche und das Thermo- 
barometer mit Brodie-Lésung gefiillt waren. Man mui daher die Thermo- 
barometerkorrektur, die ja direkt in Millimeter Sperrfliissigkeit eingerechnet 
wird, fiir die Nonan- bzw. Oktanmanometer mit dem erwihnten Faktor Sz/S8 
multiplizieren. Dadurch erklart es sich, daB die Thermobarometerkorrektur 
fiir die Brodie-Manometer einen anderen Wert hat als fiir die nonan- und 
oktangefiillten. 


Beispiel 1. (Manometer mit Nonan gefiillt.) 

Glucosespaltung durch Colibakterien. In den GefaiBen 8, 48, 7, 43 
ungefahr 0,14 mg Glucose in 1,0 cem Ringer (20), ferner 0,5 com Colisuspension 
in Ringer (20). Temperatur + 37,5° C. 

GefaBe 8 und 48: Brodie-Manometer. 

GetaBe 7 und 43: Nonan-Manometer. 

GefaBe 1, 3, 10: Brodie-Manometer. Diese GefaBe sind die Leerversuche 
und das Thermobarometer. 


Die Spaltung ist nach 24 Minuten beendet. 
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8 48 7 43 a 3 10 
Druckdiffer. in mm + 66,5 56,0 (93,5 | 84,0 +2,0 +2,0 +1,0 
Korrektur = 1,0 1,0 1,3 1,3 1,0 1,0 
Korrigierter Wert. +655 (55,0 |922 |827 +10 + 1,0 
Keo, Brodie . 0,594 0,718 0,565 0,620 1,24 1,25 
Key, Nonan 0,430 0,473 
emm CO, 88.9 (39, (39,6 | 39,1 1,24 +-1,25 
+1,25 
2,49~2.5 
Korrektur ; 2.5 2,5 2,5 2,5 
Korrigierter Wert . 36,4 37,0 37,1 36,6 


Die Werte mit den Brodie-Manometern ergaben also im Durchschnitt 
36,7 cmm CO,, die mit den Nonanmanometern im Durchschnitt 36,85 cmm 
CO,. Die Ubereinstimmung ist also eine durchaus befriedigende. 

2. Beispiel. (Manometer mit Oktan gefiillt). 

(Das Beispiel ist dem Versuch vom 9. August 1930 entnommen.) 

Manometer 8 und 48: Oktanfiillung. 

Manometer 29, 47, 1, 3, 10: Brodie-Fillung. 

GefaB 8 und 48: 0,5 ccm Blutfiltrat, 1,0 cem Ringer (20), 0,5 cem 
Colisuspension in Ringer (20). 

GefaB 29 und 47: 1,0 cem Blutfiltrat, 0,5 cem Ringer (20), 0,5 cem 
Colisuspension in Ringer (20). 

GefiB 1, 3, 10: Leerversuche und Thermobarometer. 

Nach der Anlage des Versuchs mu8 gefordert werden, daB in den 
GefiBen 29 und 47 die doppelte Menge CO, entwickelt wird wie in den 
GefiBen 8 und 48. 

Die Spaltung ist nach 23 Minuten beendet. 





3 48 29 47 1 3 10 

Druckdifferenz in mm 50,0 43.5 66,0 57,0 +35 (+20 +3, 
Korrektur : -4.4 44 3,0 3.0 3,0 3,0 
Korrigierter Wert . 45,6 39,1 63,0 54,0 +0, —1,0 
Koo, Brodie . 0,572, 0,695 0,578) 0,682) 1,21) 1,11 
Koo, Oktan 0,391 0,475 
emm CO, 17,8 18,55 36,4 36,8 +0,6 |—1,1 

+ 0,6 

— 05 
Korrektur .... +0,5 0,5 0,5 0,5 
Korrigierter Wert . 18,3 19,05 369 37,2 


Wir finden also als Durchschnitt der Manometer 8 und 48 18,67 cmm 
CO,, als doppelten Wert davon 37,35 cmm CO,, als Durchschnitt der 
Manometer 29 und 47 37,05 cmm CO,. Das geforderte Verhaltnis 1: 2 der 
erhaltenen Werte war also innerhalb eines Fehlers von 1°, zu erhalten, 
die Méglichkeit auch dieser Anordnung damit bewiesen. 


Wir geben im folgenden eine Ubersicht iiber die Hypoglykamie- 


versuche an den Kaninchen. Es wurden jedem Tiere 2 bis 2,5 Insulin- 
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einheiten pro Kilogramm Kérpergewicht intravenés verabfolgt, und 
zwar benutzten wir Insulin ,,Wellcome**. Die hypoglykamischen Er- 
scheinungen traten dann etwa 1!'. Stunden spiter auf. Das Blut 
wurde in der tblichen Weise aus der Ohrvene entnommen und 
je 100cem Blut im Gesamtvolumen 10,0cem mit Eisenhydroxyd 
enteiweibt. Die Kaninchen erhielten nach der Blutentnahme sofort 
eine subcutane Injektion von steriler, wasseriger Glucoselésung, um 
sie aus dem hypoglykamischen Zustande zu retten. 

Zu den Versuchen wurde je 1,5 ccm des enteiweibten Blutfiltrats 
verwendet = 0,l5cem Blut. Die Werte sind in der Tabelle auch 
auf 0,lcem Blut umgerechnet. 

Die Werte der Colimethode wurden in den Versuchen vom 1. bis 
6. August 1930 mit Nonanmanometern gewonnen, der Versuch vom 
7. August 1930 ist mit einem Nonan und einem Oktanmanometer 
durchgefiihrt, der vom 8. August 1930 mit zwei Oktanmanometern. 
Die Leerversuche und das Thermobarometer waren Brodie-Manometer. 


Versuch vom 1. August 1930. 


Manometer 7 und 43: Nonanfiillung. Manometer 1, 3, 10: Brodie-Fiillung. 





7 43 1 3 10 





Thermo- 
barometer 


suspension 
suspension 
Ringer (20) 





1,5 ccm Bluttiltre 
1.5 cem Blutfiltrat 








Min. ae ice = 
0 5.85 8,7 15,15 15,05 
35 5.9 8,65 15,6 15,15 
40/0 6,0 8,65 15,6 15,15 
5 7.85 10.65 15,6 15,15 
10 8,1 10,65 15,55 15,1 
15 8,3 10.75 | 15,5 15,05 
18 8.3 10,75 15.5 15,05 
Druckdifferenz in mm. . | + 23,0 21,0 — 1,0 — 1,5 1,0 
ae 24.3 22,3 0.0 — 0,5 
tp, Se 9,85 10,0 — 0,4 
oo ae 10,25 10,49 
mm Glukose ...... 0,041 0.042 
Hagedorn-J ensen. 
0,054, 0,051 mg Glucose. 
Zusammenstellung. 
Hagedorn-J ensen Colimethode 
Einzelwerte fiir 0,15cem Blut. . 0,054 0,051 0,041 0,042 
Mittel ,~ Oe. : 0,0525 0,0415 


Mittel, berechnet fir 9,1cem Blut 0,085 0,028 
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Zusammenstellung der Ergebnisse am. Blute hypoglykdmischer Kaninchen. 





mg Glucose 


Mittelwerte Mittelwerte, berechnet 
fiir 0.15e¢em Blut fiir 0,1 eem Blut 


t 


Datum Einzelwerte fiir 0,15 ¢em Blut 








Hagedorn- Coli- ‘Hagedorn-|  Coli- || Hagedorn-| _ Coli- 
1930 Jensen methode Jensen methode Jensen methode 

ot *) ao pote 0,052 0,041» 0,085-—0028 
hired tial MP ~ pre 0,057 0,034 0,038 (0,028 
6. 08. | Eat ne ern 0,051 0,046 0,034 0,031 
sti ol oe mo 0,053 0,036 0,035 (0,024 
me) ae red 0,052 0,046 = 0,035 0,081 
ar. aan 0,055 0,040 0,036 0,027 
ee nee 0,052 0,043 0,035 0,029 


Man sieht aus dieser Zusammenstellung der Blutzuckerbestimmungen 
an hypoglykaimischen Kaninchen, daB die nach Hagedorn-Jensen 
erhaltenen Werte (fiir 0,l cem Blut) mit geringen Abweichungen bei 
0,035 mg Glucose liegen. Dagegen sind die Resultate der Colimethode 
schwankender und liegen zwischen 0,023 und 0,031 mg Glucose. Es 
finden sich jedoch hier nicht die bei den Adrenalinversuchen beobachteten 
Verhiltnisse, daB einem bestimmten Tiere immer ein besonders hoher 
oder niedriger Wert zukime, vielmehr zeigt z. B. Kaninchen Nr. II 
den tiefsten und den héchsten der erhaltenen Werte. 

Wesentlich ist aber die eine Tatsache, daB die Coliwerte immer 
unter den Hagedorn-Jensen-Werten liegen. Die Differenzen sind absolut 
genommen recht klein und liegen zwischen 0,004 und 0,015 mg Glucose, 
relativ genommen betragen sie von 9 bis 40°, der Hagedorn-Jensen- 
Werte. Bevor man aber dieses Ergebnis verwerten kann, muf noch 
nachgepriift werden, ob etwa bei diesen kleinen Glucosemengen die 
beiden Methoden derartig differente Resultate ergeben. Wir gingen 
dabei so vor, da} von normalem Blut so geringe Mengen zur Bestimmung 
verwandt wurden, daB die darin enthaltenen Zuckermengen etwa in 
der GréBenordnung der obigen Werte, also zwischen 0,03 und 0,05 mg 
Glucose lagen. 


Hierzu wurden drei Versuche angestellt, der erste an Kaninchen- 
blut, die beiden anderen an menschlichem Niichternblut. Bei dem 
Versuch mit Kaninchenblut war die verwendete Menge des enteiweibten 
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Blutfiltrats noch etwas zu groB; in den beiden anderen Fallen wurde 


» 


das gewiinschte Ergebnis erhalten. 


9. August 1930. Kaninchen Nr. 111. 


Blutzucker in 0,1 ccm Blut: 0,145 mg (Hagedorn-Jensen und Coli- 
methode). 


Blutzucker in 0,03 com Blut. 





Hagedorn-.J ensen Colimethode 


Einzelwerte .... . 0,074 0,074 0,073 0,076 
Se eS Se & Grd 0,074 0,074 


11. August 1930. Blut F. 
Blutzucker in 0,1 ccm Blut: 0,107 mg (Hagedorn-Jensen), 
Blutzucker in 





Hagedorn-Jensen Colimethode 
= Kinzelwerte. . . . 0,053 verungliickt 0,055 
0,05 ce [ Sn , , oo 
05 cem Blut) Mittel ...... 0,053 0,055 
‘ Einzelwerte. . . 0,030 0,031 * 0,038 
0.03 ee | r ’ 
,03 com Blut) yall a 0.031 0038 


12. August 1930. Blut E. 
Blutzucker in 0,1 cem Blut: 0,103 mg (Hagedorn-Jensen). 
Blutzucker in 





Hagedorn-J ensen Colimethode 
— | Einzelwerte. . . . 0,049 0,052 0,050 0.054 
0,05ccm Blut) wil |. 0.051 0,052 
bing ye , 026 C.0: OB: 0,032 
0.083 cem Blut { Einzelwerte. . . . 0,029 030 0,033 3 


Vee + ¢ 4 aoe 0,030 0.033 


Wie sich aus diesen Versuchen ergibt? stimmen die um 0,07 und 
0,05 mg liegenden Werte nach Hagedorn-Jensen und der Colimethode 
sehr gut iiberein, die geringen Abweichungen bleiben innerhalb der 
Fehlergrenze der Methode. Bei den um 0,03 mg liegenden Werten 
ergaben sich mit der Colimethode etwas héhere Werte als nach Hage- 
dorn-Jensen. 


In keinem der Versuche aber fand sich das bei den Hypoglykamie- 
versuchen mit RegelmaBigkeit erhaltene Ergebnis, daB die Hagedorn- 
Jensen-Werte héher lagen als die Coliwerte. Damit ist der Einwand 
des methodischen Fehlers gegen die letztgenannten Resultate nicht 
moglich. Die beiden Versuchsanordnungen dem Wesen nach gleich- 
zusetzen ist sicher nicht angaingig. Denn der hypoglykimische Schock 
stellt eine auBerordentlich tiefgreifende Stoffwechselstérung dar, und 
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es ist durchaus fraglich, ob der in diesem Zustande verbleibende redu- 
zierende und mit Coli vergarbare Rest dieselbe ,,Glucose“ ist wie bei 
normalem Zustande. 

Diese Frage soll hier nicht entschieden, sondern an Hand neuer 
Untersuchungen gepriift werden. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Blutzuckerbestimmung im normalen menschlichen 
Blute konnten die in der ersten Arbeit erhaltenen iibereinstimmenden 
Resultate bei Verwendung der Methode von Hagedorn-Jensen und der 
Colimethode erneut gewonnen werden. 

2. Die gleiche Ubereinstimmung zwischen den mit den genannten 
Methoden erhaltenen Werten ergab sich bei Untersuchung der experi- 
mentellen Adrenalinhyperglykimie am Kaninchen. 

3. Bei der Untersuchung menschlicher Diabetesfaille waren die 
Differenzen zwischen den. mit beiden Methoden erhaltenen Werten in 
einigen Fallen gréBer, als es durch methodische Fehler zu erklaren ware, 
lagen aber nicht einsinnig in Richtung des standigen Uberwiegens 
der mit der einen Methode erhaltenen Werte iiber die anderen. 

4. Die im hypoglykamischen Schock bei Kaninchen erhaltenen 
Blutzuckerwerte zeigen immer ein Uberwiegen der nach Hagedorn- 
Jensen erhaltenen. Ein methodischer Fehler konnte ausgeschlossen 
werden!, 


1 Die Colimethode ist auch geeignet zu entscheiden, ob bei der fermen- 
tativen Spaltung der Starke durch Amylase neben Maltose auch Glucose 
entsteht oder nicht. Ist der benutzte Colistamm maltasefrei, so wird man 
bei der angegebenen Versuchsanordnung in dem System: abgebaute Starke 
— Maltose + Coli tiberhaupt keine Gasentwicklung beobachten; Zusatz 
von Glucose wird eine solche sofort hervorrufen (vgl. Rona und Hefter, 
diese Zeitschr. 217, 113, 1930). 
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Uber die Bestimmung des Katalasegehaltes des Blutes'. 


Von 


E. Bach. 


[Chemisches Laboratorium des pathol.-anatomischen Institutes der kgl. 
ungar. Franz-Josef-Universitat in Szeged (Ungarn). ] 


(Eingegangen am 15. August 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Fermentforschung nimmt auch auf dem Gebiete der mensch- 
lichen Physiologie und Pathologie stets an Bedeutung zu. Heute 
kennen wir schon eine Reihe von Erkrankungen und Zustanden, bei 
denen im Fermenthaushalt des Organismus qualitative oder quanti- 
tative Verschiebungen zu beobachten sind. 

In den letzten Jahren bildete die Bestimmung des Katalasegehaltes 
des Blutes, die Schwankung der Katalase- (Ka.) Menge bei verschiedenen 
Krankheiten und die diagnostische Verwertung dieser Schwankungen 
den Gegenstand vieler Untersuchungen. Insbesondere amerikanische 
und russische Forscher befaBten sich mit der Bedeutung der quanti- 
tativen Schwankung der Ka. Die Ergebnisse der verschiedenen Forscher 
stimmen nicht nur miteinander sehr oft nicht iiberein, sondern 
widersprechen sich sogar fast stets; man darf sagen, da wir in 
bezug auf unsere Kenntnisse iiber die Rolle der Ka. im lebenden 
Organismus kaum weiter gekommen sind. Die Ursache dieses Mib- 
erfolges sowie der einander widersprechenden Angaben ist nicht letzten 
Endes in der Verschiedenheit bzw. in der Unzulanglichkeit der Be- 
stimmungsverfahren zu suchen. 

Die Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Ka. beruhen im 
wesentlichen entweder auf der volumetrischen (eudiometrischen) 
Ermittlung des Sauerstoffs, der durch die Ka. aus einer Wasserstoff- 
peroxyd-Lésung frei geworden ist, oder auf der Titrierung des 
H,O, mit Kaliumpermanganat. Von diesen beiden Verfahren ist ent- 


1 Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der  wissenschaftlichen 
Gesellschaft ,,Széchenyi“‘ ausgefiihrt. 
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schieden das titrimetrische das einfachere, dem auBerdem auch weniger 
Versuchsfehler anhaften. Bei der quantitativen Bestimmung der 
Blutkatalase (Bl.-Ka.) ist jedoch nicht bloB die Wahl eines genauen 
Verfahrens von besonderer Wichtigkeit, sondern man hat — wie bei 
jeder anderen Fermentuntersuchung — auf eine ganze Reihe von 
Versuchsbedingungen zu achten und darf die Ergebnisse nur mit groBter 
Vorsicht und bei Verwendung eines verlaBlichen Verfahrens verwerten. 
Bei der quantitativen Bestimmung der BI.-Ka. wurden die Bedingungen, 
deren Beachtung bei der Bestimmung der Aktivitaét eines so labilen 
Ferments unerliBlich sind, allem Anschein nach von den meisten 
Forschern auBer acht gelassen. Vor mehreren Jahren war es mir in 
Gemeinschaft mit W. Levinger (1) gelungen, ein Verfahren auszu- 
arbeiten, das sich fiir rasch ausfiihrbare bzw. fiir Serienuntersuchungen 
eignet, wobei Fehlerquellen so weit als méglich vermieden werden kénnen. 
Auf Grund zahlreicher Bl.-Ka.-Untersuchungen nahm ich an diesem 
Verfahren einige Anderungen vor, wodurch dieses an Genauigkeit und in 
der Ausfiihrung an Einfachheit gewonnen hat. 


Methodik. 

Verwendete Lésungen: 

1. Fermentlésung (Blut), 

2. n/100 H,O,-Lésung. (Taglich frisch zu bereiten und Titer genau 
bestimmen. ) 

3. Pufferlésung. Mischung von einem Teil ?/, mol. NaH, PO, und zwei 
Teilen '/, mol. Na,HPO,, mit einem pg von ungefihr 7. 

4. 10% ige H,SO,-Lésung. 

5. n/100 Kaliumpermanganatlésung, aus einer n/10-Lésung  stets 
frisch bereitet. 


Zur Bl.-Ka.-Untersuchung wird das Blut aus der Fingerbeere mit 
Hilfe einer 20-cmm-(Sahlischen)Mikropipette entnommen und in 50 ccm 
Wasser hiimolysiert. Kann das Material nicht gleich verarbeitet werden, 
dann entnimmt man 1 bis 2 ccm Blut aus der Vene, defibriniert es und 
verwendet davon 20cmm zu den weiteren Untersuchungen. Von dem 
himolysierten und auf das 2500fache verdiinnten Blute werden 4 ccm 
unverziiglich mit der H,O,-Puffermischung versetzt. Diese Mischung, 
die aus 40 ccm der H,O,- und 6 ccm der Pufferlésung besteht, wird in einen 
auf einem Wasserbade von 18° C untergebrachten Scheidetrichter von etwa 
80 ccm Rauminhalt gebracht (siehe Abb. 1). Der obere Teil des Scheide- 
trichters ist zylinderférmig, das AbfluBrohr ist mit zwei Glashahnen ver- 
sehen. Der Raum zwischen den beiden Hahnen fa8t ungefahr 5 bis 6 ccm. 
Der obere der beiden Hahne ist doppelt gebohrt. Die Bohrungen verlaufen 
in zwei verschiedenen Ebenen, die einander rechtwinklig schneiden. Die 
eine Bohrung, deren Lumen jenem des AbfluBrohres entspricht, verlauft 
senkrecht zur Langsachse des Hahnes, die andere, diinnere Bohrung verlauft 
in einer etwas gewundenen Linie neben der ersteren. Bei entsprechender 
Einstellung des Hahnes entsteht durch die diinnere Bohrung eine Verbindung 
zwischen der AuSenluft und dem Raum zwischen den beiden Hahnen. 
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Wird der untere Hahn geschlossen, der obere hingegen so eingestellt, daB die 
Verbindung zwischen Trichter und AbfluBrohr hergestellt ist, dann flieBt die 
im Trichter befindliche Fliissigkeit frei in den zwischen den Hahnen be- 
findlichen Raum. Nun wird durch die Drehung des oberen Hahnes einerseits 
der Trichter nach unten verschlossen, andererseits zwischen der AuBenluft 
und dem Raum zwischen den Hahnen die Verbindung hergestellt. Wird nun 
der untere Hahn ge6é/fnet, dann flieBt die Fliissigkeit aus dem Raum zwischen 
den Hahnen ungehindert in den unter dem AbiluBrohr befindlichen Kolben. 
Das Volumen dieser Fliissigkeitsportion mu8B bei jedem Trichter genau 
bestimmt werden. Zu diesem Zwecke kann man den Trichter mit destil- 
liertem Wasser fiillen und das Gewicht der Fliissigkeitsportion zwischen 
den beiden Hahnen mit der analytischen Waage wiigen, einfacher ist es 
jedoch, eine genaue n 100 H,O,-Lésung zu verwenden und das Volumen 
der Fliissigkeitsportion mittels Titration zu errechnen. 


Um den Scheidetrichter im Wasserbad unterzubringen, wird der 
Boden des letzteren durchbohrt und die Offnung mit einem gut schlieBenden 
Gummistopfen versehen. Der Gummistopfen klemmt den ober- 
halb des oberen Hahnes gelegenen Teil des AbfluBrohres fest, 
so daS der obere Teil des Trichters stets im Wasserbad, der 
Hauptteil des AbfluBrohres mit den beiden Hahnen stets auBer- 
halb desselben zu liegen kommt. 


Auf die beschriebene Weise kann man bei den Ka.-Unter- 
suchungen das Reaktionsgemenge bei stindig gleichbleibender 
Temperatur halten, kann diesem beliebig oft und auf einfache 
Weise Proben entnehmen, ohne daB dabei die Apparatur aus 
ihrer Lage gebracht und ohne daB etwa eine Pipette in die 
Reaktionstliissigkeit getaucht werden miiBte. Der beschriebene 
Apparat eignet sich nicht blo®B zur quantitativen BI.-Ka.-Be- 
stimmung, sondern kann auch bei jeder anderen Ferment- 
untersuchung verwendet werden, wo es darauf ankommt, in 
gewissen Zeitabstanden Proben gleicher Menge zu entnehmen. 








Abb. 1. 


Bei der von uns ausgetiihrten Bl.-Ka.-Bestimmung betrug der gesamte 
Rauminhalt des im Scheidetrichter vorhandenen Reaktionsgemenges 
50 cem (40 ccm H,0,-, 6 cem Puffer- und 4 ccm Blutlésung). Die Zugabe der 
4 ccm Blutlosung hat nach erfolgter Verdiinnung sehr rasch zu geschehen. 
Der Zeitpunkt des Beginnes der Reaktion (die Beimengung des Blutes zur 
H,0,-Puffermischung) wird genau vermerkt. Nun werden in festgesetzten 
Zeitabschnitten — bei unserer Versuchseinrichtung am vorteilhaftesten nach 
5, 10 und 15 Minuten — durch entsprechende Einstellung der Hahne des 
Scheidetrichters Proben entnommen, die in einem 3ccm einer 10°/,igen 
Schwefelsaurelésung enthaltenden Erlenmeyer-Kolben aufgefangen werden. 
Die Proben werden mit einer n/ 100 KMn0O,-Lésung titriert, und so wird zu 
einem gegebenen Zeitpunkt die noch nicht gespaltene Menge des H,O, 
bestimmt. Die zu Beginn der Reaktion (bei 0 Minuten) vorhandene H,0O,- 
Konzentration wird durch einen blinden Versuch festgestellt, wobei statt der 
Fermentlésung (Blutlésung) 4 ccm destilliertes Wasser oder mittels Kochen 
inaktivierter Blutlésung verwendet werden. 


Aus den erhaltenen titrimetrischen Werten laé8t sich mit Hilfe der 
monomolekularen Reaktionsgleichung die Konstante der Reaktions- 
geschwindigkeit der fermentativen Spaltung des Wasserstoffperoxyds 
berechnen. Es sei die Anfangskonzentration der H,O,-Lésung a, die in 
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dem Zeitraum ,,t gespaltene Menge H,O, z, dann ergibt sich fiir die 
Geschwindigkeitskonstante : 

l a 

& = log 
t a—zZz 
Die Werte der rechten Seite dieser Gleichung lassen sich experi- 

mentell bestimmen und aus den erhaltenen Werten die Konstante 
berechnen. Die Konstante steht im geraden Verhaltnis zu dem Ka.- 
Gehalt des Blutes und dient bei gleichen Versuchsanordnungen als 
relatives MaB fiir die katalatische Fahigkeit des Blutes. Bei genauem 
Einhalten der Methodik stimmen die zu den verschiedenen Zeitpunkten 
erhaltenen Werte der Geschwindigkeitskonstanten miteinander iiberein. 
In Tabelle I sind die Werte einiger Bestimmungen angefiihrt, die bei der 
Untersuchung mit dem Blute gesunder Individuen erhalten wurden. 


Tabelle I. 





f Verbrauchte - a . Mittelwert der 
Fall Zeit K Mn 0,-Menge a Geschwindigkeits- 
Min. cem we konstante 


l ; 2 b7 yeas 
i 87 0,032: 
R. E l 10 181 0.0314 0,0316 
15 127 0.0312 
0 4,03 se 
5 2'85 0,0301 
AT l 10 200 00301 | 0,0301 
15 1.42 0.0302 
| 0 4,00 ™ 
: 5 3.29 0,0170 
K. A l 10 2°75 0.0163 | 0,0164 
15 2'30 00160 
0 3,92 _ ) 
5 2°70 0,0293 
L. I. l 10 1:72 00287 0,0288 
15 1.42 0.0284 
ee ee 
‘ 5 2.81 0266 
15 158 0.0255 
3 oes 0324 ~—C 
B 2) 0,08 
OR. \ 10' 177 0.0348 | 0,0333 
15 128 0.0327 
0 3,87 aR 
5 3.00 0,0221 
B.I 10 2/48 0.0193 | 0,0206 
15 2.00 0.0198 
| 0 4,00 ai 
5 2'80 0,0310 
a 10 1.95 oosi2 {f= 0811 
15 136 0.0312 
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Bei meinen Untersuchungen wurde der H,O,-Gehalt im all- 
gemeinen zu drei Zeitpunkten bestimmt. Es ist zweckmabBig, die 
letzte Bestimmung nicht spater als in der 15. Minute nach Beginn 
der Untersuchung auszufiihren, da dann ein rasches Sinken der 
Konstanten eintritt. Wie aus obigen Beispielen zu ersehen ist, 
kommt es auch so in den meisten Fallen zu einer mabigen Ab- 
nahme der Werte der Geschwindigkeitskonstanten, iiber deren Ur- 
sache ich noch spater zu sprechen komme. Der aus den drei Be- 
stimmungen zu verschiedenen Zeitpunkten sich ergebende Mittelwert 
ist immerhin gut zu verwerten, da die Abweichung der einzelnen 
Konstanten vom Mittelwert selten — 5°, iibertrifft. 

Um die Geschwindigkeitskonstanten als Ma®B fiir die katalatische 
Fahigkeit des Blutes betrachten zu kénnen, ist es notwendig, daB diese 
mit dem Ka.-Gehalt des Blutes im geraden Verhiltnis stehen. In der in 
Tabelle II dargestellten Versuchsreihe wurden aus dem Blute derselben 
Person in rascher Folge Verdiinnungen hergestellt, die zueinander in 
folgendem Verhiltnis standen: 1:2:4:8. Die Bestimmung des 
Ka.-Gehaltes der Blutlésungen fiihrte zu folgendem Ergebnis: 


Tabelle I. 





— “s Relative Geschwindigkeits- 
Verdiinnung Fermentkonzentration konstante 
1: 10000 1 0,0070 
1: 5000 2 0,9148 
1: 2500 + 0,0280 
1 1 250 8 0.0553 


Diese Versuchsreihe zeigt, daB zwischen dem wahren Katalase- 
gehalt und den Geschwindigkeitskonstanten eine Proportion besteht. 
Wir sind daher berechtigt, die sich aus der monomolekularen Gleichung 
ergebende Reaktionsgeschwindigkeitskonstante zur Berechnung des 
Fermentgehalts zu verwenden. 

Bei der Ausarbeitung unseres Verfahrens wurden wir in bezug auf 
die Wahl der Konzentration des Ferments und des Substrates von 
folgenden Gesjchtspunkten geleitet : 

1. Bei den Bl.-Ka.-Untersuchungen bildet das verschieden lange 
Stehen der verdiinnten Lésungen eine sehr haufige Fehlerquelle. 
Es ist allgemein bekannt, da®B das frisch entnommene und verdiinnte 
Blut sehr rasch seine H,O,-spaltende Kraft einbiiBt. Diese Aktivitats- 
abnahme hangt nicht mit der Hamolyse der roten Blutkérper zusammen, 
da sich auch mit physiologischer Kochsalzl6sung verdiinnte Suspensionen 
ahnlich verhalten. Unserer Erfahrung nach verliert auch eine 2500fach 
verdiinnte Blutlésung schon nach 20 Minuten langem Stehen 10 bis 
20°, ihrer Wirksamkeit und dieser Verlust kann sich in einigen Stunden 
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auch auf 50 bis 60°, steigern. Diese Abnahme der katalatischen Fahig- 
keit kann bei verschiedenen Blutlésungen einen verschieden hohen 
Grad erreichen. Eine sichere Erklarung fiir diese Erscheinang kénnen 
wir heute nicht finden. Die russischen Autoren A. Bach und Zubkowa (2) 
fiihren die rasche Abnahme der katalatischen Wirkung der Blutlésungen 
auf ein im Blut vorhandenes proteolytisches Ferment zuriick. Sie sind 
der Ansicht, daB die eiweiBartige Ka. durch die Protease gespalten wird 
und daB die Abnahme der Aktivitaét um so starker sei, je gréBer der 
Proteasegehalt des Blutes ist. Stern und Batelli? nehmen das Vor- 
handensein einer Antikatalase im Blute an, durch welche die Ka. in 
einer gewissen Zeit inaktiviert wird. Der Umstand, daB die starker 
verdiinnten Ka.-Lésungen ihre Wirksamkeit sehr rasch einbiiben, 
verursacht bei der quantitativen Bestimmung des Ferments gewisse 
Schwierigkeiten. A. Bach und Zubkowa, deren Verfahren insbesondere 
zu klinischen Zwecken Verwendung findet, untersuchten die kata 
latische Wirkung eine Stunde nach der Blutentnahme bzw. der Blut- 
verdiinnung. Steppuhn und Timofejewa (4) fanden, daB nach ungefahr 
zwei Stunden langem Stehen der Ka.-Gehalt des Blutes auf ein konstan- 
tes Niveau sinkt, das sich bloB sehr langsam weiter veraindert, sie lieBen 
daher bei den Ka.-Bestimmungen das Reaktionsgemenge erst zwei 
Stunden lang stehen und begannen erst dann mit der eigentlichen 
Untersuchung. Aus den Ergebnissen bei Anwendung dieses Verfahrens 
darf man jedoch nicht mit Sicherheit auf den Anfangs-Ka.-Gehalt 
schlieBen, da — wie ich erwahnte — der Grad der Aktivitatsabnahme 
bei verschiedenen Blutlésungen sehr verschieden sein kann. 

In neuester Zeit konnte v. Kriiger (5) zeigen, daB defibrinierte und 
unverdiinnt aufbewahrte Blutlésungen ihre H,O,-spaltende Eigenschaft 
lange unverandert beibehalten kénnen. Diesen Befund kénnen auch wir 
vollkommen bestatigen. Vergleicht man den Ka.-Gehalt des aus der 
Fingerbeere bzw. aus der Vene entnommenen Vollblutes mit jenem des 
aus der Vene entnommenen, defibrinierten Blutes, dann findet man, da} 
sich innerhalb des Bereiches der Versuchsfehler gleiche Werte ergeben. 
Bei einer diesbeziiglichen Versuchsreihe erhielten wir folgende Werte: 


Tabelle III. 





a b 


Konstante bei Entnahme des Blutes aus dem Finger . . 0,0273 0,0225 
* . . 5 ‘ » Ger vom. ... 0,0271 0,0227 
. aus der Vene entnommenen, defibrinierten Blutes| 0.0260 0,0222 


In einer anderen Versuchsreihe wurde der Ka.-Gehalt des de- 
fibrinierten Blutes zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Das 
Ergebnis ist aus folgender Tabelle zu ersehen: 
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Tabelle 1V. 





a b 
Konstante des detibrinierten Blutes sofort nach der Entnahme 0,0258 0,0289 
- = =:  apeuee 0,0251 0.0281 
” » . Ae ieee ae ‘ 0,0288 
o - a ms 2 - . ~ 0,0248 


Die auch von uns erhartete Feststellung v. Ariigers hat den prak- 
tischen Wert, daB man die Ka.-Bestimmungen nicht unmittelbar nach 
der Blutentnahme ausfiihren muB, wenn man defibriniertes Blut benutzt. 
Nach erfolgter Verdiinnung des Blutes hingegen muB die Reaktion 
sofort ausgefiihrt werden, da wahrend des Stehens in verdiinntem 
Zustand die katalatische Eigenschaft der Blutlésung wesentlich abnimmt. 


2. Bei der Bestimmung der Ka.-Aktivitaét, d. h. des Ka.-Gehalts, 
spielt die Konzentration des H,O, eine groBe Rolle. Es gilt als all- 
gemeine Erfahrungstatsache, daB die Aktivitét der Ka. im Laufe der 
Reaktion standig abnimmt. Eine Ursache dieser Erscheinung ist in der 
durch das Stehen einsetzenden Veranderung der verdiinnten Ka.- 
Lésungen zu suchen, eine andere Ursache der Abnahme der Reaktions- 
geschwindigkeit bildet nach Yamazaki (6), ferner nach Morgulis (7) 
die zerstérende Wirkung des H,O, auf die Ka. Gleichzeitig mit der 
Spaltung des H,O, geht auch eine andere Reaktion vor sich: namlich der 
Abbau der Ka. Dieser Vorgang nimmt bei Steigerung der H,O,- 
Konzentration in hohem Grade an Geschwindigkeit zu. Natitirlich nimmt 
mit der Zerstérung der aktiven Fermentmenge auch die Reaktions- 
geschwindigkeit der H,0,-Spaltung standig ab. Schon Senter (8) 
empfiehlt bei der Ka.-Bestimmung sehr stark verdiinnte H,O,-Lésungen 
zu verwenden. Bei der Benutzung von stark verdiinnten Lésungen 
gelangt namlich die zerstérende Wirkung des H,O, auf die Ka. kaum zur 
Geltung. Bei dem mit Levinger im Jahre 1922 ausgearbeiteten Ver- 
fahren verwendeten wir 0,01 bzw. 0,008 n H,O,-Lésungen. Spater 
bediente sich Hennichs (9) bei der Bestimmung der Leber-Ka. eines dem 
unseren ahnlichen Verfahrens. Aus den weiter oben (siehe Tabelle I) 
angefiihrten Beispielen geht hervor, daB bei der Verwendung eines 
derartigen Verfahrens in bezug auf die Konstante der Reaktions- 
geschwindigkeit der H,O,-Spaltung, obzwar diese eire sinkende 
Tendenz zeigt, zu den verschiedenen Zeitpunkten tibereinstimmende 
Werte erreicht werden kénnen. Die abnehmende Tendenz der Kon- 
stanten erklart sich vollkommen aus der bei den Blutlésungen gefundenen 
Aktivitatsabnahme ; die Dauer unserer Versuche betrug meist 15 Minuten, 
wahrend dieser Zeit kann es zu einer Veranderung der Wirksamkeit 
kommen. Es ist demnach wahrscheinlich, daB bei der Verminderung der 
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante bei der von uns verwendeten 
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H,O,-Konzentration dem H,O, selbst bloB eine nebensachliche Rolle 
zukommt. 

Bei niedrigerer Temperatur ist sowohl die durch die Verdiinnung 
als auch die durch die zerstérende Wirkung des H,O, zustande kommende 
Aktivitatsabnahme geringer als bei hGheren Temperaturen. Es ist daher 
ratsam, bei besonders genauen Untersuchungen die Reaktion bei 
Temperaturen um 0° C auszufiihren, wie dies auch von Hennichs 
empfohlen wurde. Wir trachteten danach, die Reaktion so einfach als 
moéglich und auch fiir den Kliniker leicht ausfiihrbar zu _ gestalten, 
wir wihlten daher bei unserem Verfahren die Temperatur von 18° C, 
um die Reaktion nétigenfalls auch bei Zimmertemperatur ohne Wasser- 
bad ausfiihren zu kénnen. Es sei hier bemerkt, daB der Temperatur- 
koeffizient der durch die Ka. zustande kommenden H,0,-Spaltung sehr 
gering ist, so daB durch geringe Temperaturunterschiede ein verhaltnis- 
maBig kleiner Fehler entsteht. Bei Ka.-Bestimmungen, die zum Teil bei 
2, zum Teil bei 18° C ausgefiihrt worden waren, merkten wir in bezug auf 
die Abnahme der Geschwindigkeitskonstanten keinen wesentlichen 
Unterschied. 

3. Eine weitere Fehlerquelle bei der Ka.-Bestimmung kann durch 
das Arbeiten ohne Regulatoren entstehen, wie dies bei den Versuchen 
von Jolles und Oppenheim (10) sowie bei jenen von A. Bach und Zubkowa 
der Fall war. Obwohl die Ka. ein geniigend breites Wirkungsoptimum 
besitzt, kann dennoch der Sauregehalt des H,O, einen wesentlichen 
Fehler bei den vergleichenden Bestimmungen verursachen. Wir ver- 
wendeten daher — wie auch spiter Hennichs Pufferlésungen, um so 
das pu des Reaktionsgemenges unverindert zu erhalten. Auf diese 
Weise konnten wir die sich etwa aus der saueren Reaktion des H,O, 
ergebenden Fehler vermeiden. 

4. Bei den meisten Ka.-Bestimmungen wird aus der in einer ge- 
wissen Zeit gespaltenen H,O,-Menge unmittelbar auf die Ka.-Menge 
gefolgert. Die Kinetik der fermentativen H,O,-Spaltung ist sehr 
kompliziert. Wie gesagt, verliert das Ferment in diinnen Lésungen 
schon in kurzer Zeit einen Teil seiner Aktivitaét, auf der anderen Seite 
wieder wirkt das Substrat zerstérend auf das Ferment. Es ist daher klar, 
daB mit der Abnahme der aktiven Fermentmenge im Verlaufe der 
Xeaktion auch die in der Zeiteinheit gespaltene H,O,-Menge sich stets 
vermindern muB und die Kurve der H,O,-Spaltung stets flacher wird. 
Morgulis, ferner Rona und Domboviceanu (11), fanden, daB der Typus 
der Ka.-Reaktionskurve von dem quantitativen Verhaltnis des Ferments 
und des Substrates zueinander abhinge. Eine bestimmte Ka.-Menge 
kann bloB eine bestimmte Menge von H,O, spalten; das Verhaltnis der 
beiden zueinander wirkt bestimmend darauf, ob die Kurve einer mono- 
molekularen, einer bimolekularen oder aber einem Ubergangstypus 
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zwischen diesen beiden entspricht. Senter konnte die Reaktion mit 
Hilfe der Gleichung der monomolekularen Reaktion gut beschreiben. 
Bei unseren eigenen Versuchen konnten wir finden, daB bei der 
Verwendung von diinnen H,O,-Lésungen die zu verschiedenen Zeit- 
punkten bestimmten monomolekularen Konstanten tibereinstimmende 
Werte ergaben. Die zu einem bestimmten Zeitpunkt bestimmte H,O,- 
Menge stellt nicht das unmittelbare MaB fiir die Ka. dar, da die waihrend 
gleicher Zeitabstande gespaltenen Mengen nicht im geraden Verhiltnis 
zur relativen Aktivitat der Ka. stehen. Zu besonders irreleitenden Ergeb- 
nissen kann ein Verfahren dann fiihren, wenn die zur Verfiigung stehende 
H,O,-Menge fast vollstindig gespalten worden ist und eine einzige 
Bestimmung zu dem Zeitpunkt dieser vorgeschrittenen Spaltung aus- 
gefiihrt wird. 
Zusammenfassung, 


Aus dem oben Gesagten geht hervor, dab die Ka.-Bestimmungen 
bei diinnen Blutlésungen sofort nach der Blutentnahme auszufiihren 
sind, oder aber man hat sich bei den Untersuchungen des defibri- 
nierten Blutes (nach v. Kriiger) zu bedienen. Die zerst6rende Wi-kung 
der H,O,-Lésungen auf die Ka. kann man durch Benutzung von 
stark verdiinnten Lésungen vermeiden. Die Verschiedenheit des py 
der H,O,-Lésungen wird durch Pufferlésungen ausgeglichen. Als 
MaB der relativen Menge der Ka. verwenden wir die Gleichung der 
monomolekularen Reaktion, da diese in einem geraden Verhaltnis zum 
Ka.-Gehalt steht. Zu den Ka.-Bestimmungen kann man den eingangs 
beschriebenen Dosierungsapparat benutzen, da sich mit dessen Hilfe das 
Verfahren einfacher und fiir Serienuntersuchungen brauchbarer gestaltet. 
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Fiulnisproze6 und Sterinreduktion mit besonderer 
Beriicksichtigung der Verhiltnisse im Siuglingsdarm. 


Von 
Georg Bischoff. 
(Aus der Universitéts-Kinderklinik in Géttingen.) 


(Eingegangen am 17. August 1930.) 


In einer vorhergehenden Veréffentlichung! konnte experimentell 
der Nachweis erbracht werden, daB Faulnisfizes unter geeigneten 
Bedingungen auch auBerhalb des Darmes weitgehend den reduzierten 
Anteil ihres Sterins vermehren kénnen und somit eine aktive zellulare 
Beteiligung des Organismus bei der Koprosterinbildung nicht nétig 
ist. Das weist erneut auf den ausschlaggebenden EinfluB hin, den rein 
bakterielle Reduktionsvorginge bei der Koprosterinentstehung aus- 
iiben, eine Tatsache, die schon Bondzyndski und Humnicki annahmen, 
obwoh] es damals wie auch heute nicht gelungen ist, in kiinstlichem 
Faulnissubstrat an zugesetztem Cholesterin eine Hydrierung herbei- 
zufiihren (Bewmer und Verfasser?, Schénheimer®). 

In die Verteilung des reduzierten und nicht reduzierten Sterins 
im menschlichen Kote haben wir einen Einblick erst in jiingster Zeit 
durch die Untersuchungen Biirgers und Winterseels4 gewonnen. Thr 
Ergebnis der Milchwirkung auf die Sterinreduktion verdient besonderes 
padiatrisches Interesse, weil es irrige Anschauungen berichtigen hilft. 
Seit den Arbeiten Flints und Miillers hatte bis vor kurzem die Auf- 
fassung allgemein geherrscht, bei Milchkost finde sich beim Erwachsenen 
ebensowenig wie beim Brust und Flaschenkind Koprosterin im Darm. 
Milch gilt zwar auch heute noch in der Therapie als ein die Darmfaulnis 
einschrankendes Nahrungsmittel, insofern erscheint diese Erklarung 
gerechtfertigt. Allerdings gilt dies mehr fiir die Physiologie des Er- 
wachsenen als fiir die des Sauglings und Kleinkindes. Hier ist es dem 


1 Diese Zeitschr. 222, 211, 1930. 

2 Ebendaselbst 220, 154, 1930. 

3 Die Naturwissenschaften 1930, H. 7, S. 156. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 181, 255, 1929. 
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Kinderarzt seit langem bekannt gewesen, dali gerade ausschlieSlicher 
MilchgenuB ohne geniigende Kohlenhvdratzufuhr zu einem besonderen 
Krankheitsbilde fiihren kann, dessen eines Hauptsymptom gerade die 
exzessive Darmfaulnis ist. Birger und Winterseel konnten nun fest- 
stellen, daB sich selbst im Stuhl des Erwachsenen bei Milchernihrung 
erhebliche Mengen reduzierten Sterins vorfinden. 

Eine Differenzierung quantitativer Art fiir das Steringemisch 
in den Sauglingsfaizes ist bisher nicht erfolgt und soll in diesen Aus- 
fiihrungen gegeben werden. 

Den AnlaB zu den vorliegenden Untersuchungen gab die Auf- 
arbeitung eines typischen Kalkseifenstuhles eines Sauglings mit Milch- 
nahrschaden. Das Kind war drauBen iiber viele Wochen mit einer 
kohlenhydratfreien Milch-Wasserverdiinnung ernahrt worden. Das 
aus diesem Kot herausgearbeitete Sterin erwies sich als zu 73°, hydriert. 
Ein auBerordentlich hoher Wert, wie wir ihn spater niemals mehr in 
ahnlichen Sauglingsstiihlen gefunden haben. 

Es wurde bei diesen Untersuchungen zuniichst die etwas modifizierte 
Methode von Biirger und Winterseel angewandt. Die Resultate mit etwa 
3°, Fehler erschienen fiir diese Versuche hinreichend genau. 

Da der Kalkseifenstuhl des Milchnahrschadens als ein Typus des 
Faulnisstuhles im Sauglingsalter bekannt ist und einen so hohen Anteil 
an Koprosterin aufzuweisen scheint, wurde versucht, ahnliche Stiihle 
durch eine entsprechende Ernahrung zu erhalten. 

Versuch: Es wurden gesunde Sauglinge mit zwei Drittel Milch + einem 
Drittel Wasser, mit Vollmilch, mit konzentrierter Eiwei8milch (Finkelstein) 
— ein Teil Konserve, ein Teil Wasser —, ernihrt. Alle Mischungen wurden 
ohne jeden Kohlenhydratzusatz verabreicht. Es tritt dann bald eine inten- 
sive Darmfaulnis auf. Der Kot der letzten beiden Versuchstage wurde 
gesammelt und analysiert. Ergebnis: 





Reduzierter Anteil 


Nach Tagen Ernthrung des Kotsterins 
%o 
E. J an 14 Vollmilch 15,5 
3 a oo 10 EiweiBmilch (konz.) 31,2 
EY a a ce 10 ‘i “ 12.0 
re 10 2), Milech + 1, Wasser 18,9 


Wie ersichtlich, gelingt die Reduktion der Sterine dabei nur in 
einem beschrinkten MaBe. Das mag an der Kiirze der Darreichungs- 
dauer liegen, die im Interesse der Kinder begrenzt werden muBte. 
Auch auBerlich waren die Stiihle nicht ganz ausgeprigte Kalkseifen- 
stiihle, weder an Farbe noch an Konsistenz. Die bohe Reduktionsquote 
wie in dem eingangs erwaihnten Stuhl wurde nicht erreicht, es scheint 
eine erheblich langere Dauer der Fehlerernahrung dazu nétig zu sein. 
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Was die Wirkung anderer Milchmischungen betrifft, so wies Milch- 
saure-Vollmilch (mit 0,5°,, Milchsaure, 3°, Riibenzucker, 2°,, Mon- 
damin, wobei der Phytosteringehalt zu vernachlassigen ist) nur einmal 
14.6°., reduziertes Sterin auf, sonst lieB sich bei dieser Art der Er- 
nahrung keine merkliche Reduktion nachweisen, es ist anzunehmen, 
daB die Faiulnisvorginge recht geringe dabei sind. Es diirfte bei dieser 
Milchmischung mit ihren haufig brustmilchstuhlartigen, mitunter aber 
auch kalkseifenstuhlahnlichen Stiihlen ein individuelles Moment nicht 
ohne Bedeutung sein, das seine Erklarung in Schwankungen des je- 
weiligen Kohlenhydratbedarfs, des unterscbiedlichen Vermégens der 
Zuckerspaltung und Resorption und den damit recht wechselnden 
Faulnisbedingungen findet und dem Padiater bei der Genese der Kalk- 
seifenstiihle nicht unbekannt ist. 

Der Stuhl des mit Frauenmilch ernahrten Sauglings ist bekanntlich 
kein Faulnisstuhl, an Menge gering, reagiert er meist schwach sauer 
oder neutral. In fiinf solechen Stiihlen konnten wir keine merkliche 
Reduktion beobachten, mit Ausnahme eines einzigen, der 4,5", nicht 
Brom bindendes Sterin aufwies. Stuhl nach Zwiemilchernahrung 
(Frauenmilch und Milchsaéurevollmilch) wies keine Reduktion auf. 
Desgleichen konnten auch am Sterin des Mekoniums in mehrfachen 
Versuchen Reduktionsvorgange nicht nachgewiesen werden. 

Schon in der friiheren Mitteilung wurde darauf hingewiesen, daB 
ein Nachfaulenlassen von Sauglingsstuh] im Brutschrank keine ver- 
mehrte Hydrierung im Gefolge zu haben scheint. 

Versuch: Der gesunde Saugling H. L. erhalt 14 Tage gewohnliche 
EiweiBmilch (Finkelstein) ohne Kohlenhydratzusatz. Der Stuhl der letzten 
drei Tage wird gesammelt, gut gemischt. Ein Teil wird sofort aufgearbeitet, 
ein anderer Teil erst noch drei Tage im Brutschrank nachfaulen gelassen. 
Ergebnis: 

Reduzierter Anteil 9,1°, vor, 9,6°, nach dem Nachfaulen. 


Die Differenz liegt in der Fehlergrenze der Methode, eine Reduktion 
diirfte in diesem Falle kaum stattgefunden haben, wahrend sie beim 
Erwachsenen auch von gleich niedrigem Ausgangswert eine vielfach 
héhere geworden ware. Zwei Brustmilchstiihle wurden in ahnlicher 
Weise aufgearbeitet, sie ergaben niemals die Entstehung einer Faulnis- 
reduktion. Man diirfte kaum fehlgehen, fiir dieses unterschiedliche 
Verhealten in erster Reihe die anders gearteten Mengenverhaltnisse 
der Darmsekrete im Verein mit der verschiedenen Bakterienflora im 
Saéuglings- und Erwachsenendarm verantwortlich zu machen. 


Nicht nur hinsichtlich der Weiterhydrierung auBerhalb des Darms 
liegen beim Saugling die Verhaltnisse anders als beim Erwachsenen, 
ganz allgemein ist die Wirkung von MilchgenuB bei beiden eine ver- 
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schiedene. Bessau' hat auf diesen bekannten Gegensatz hingewiesen 
und erklart ihn damit, daB die leicht verdauliche Milch beim Er- 
wachsenen die Darmsekretion weniger anrege und deswegen weniger 
stark faulnisf6rdernd wirke. Vielleicht ist eine weitere Méglichkeit 
der Erklarung in dem mangelhaften Vorkommen der Lactase im Er- 
wachsenendarm gegeben, insofern als der nur ungeniigend gespaltene 
und nicht resorbierte Milchzucker rasch der bakteriellen Zersetzung 
im Darm anheimfallt und eine Garung verursacht, die zum mindesten 
die Faulnisvorginge einschrankt, falls sie nicht gar zu einer Garungs- 
dyspepsie fiihrt. Nach geniigend lange fortgesetztem Milchgenub 
mibte dann mit dem angenommenen reichlicheren Wiederauftreten 
der Lactase die Neigung zu Faulnisstiihlen und damit zu erhdhter 
Reduktion wieder ansteigen. Hierfiir findet sich in Versuchen an 
Erwachsenen ein Anhaltspunkt. 

Versuch: Zwei erwachsene Versuchspersonen B. und 8S. naéihren sich 
vier Tage ausschlieBlich von Milch. Die tagliche Milchmenge betragt etwa 
3 Liter. S. wird sofort obstipiert, der am vierten Versuchstag gewonnene 
Stuhl enthalt 12.5°, reduzierten Sterins (nach Nachfaulen 66,4°, !). 
B. ist zunachst stark dysepptisch, das Sterin ist nur zu 2°, hydriert. Am 
dritten Tage beginnt die Obstipation, der am vierten Tage gewonnene 
Stuhl ist sehr fest und enthalt jetzt 10,4°,, reduziertes Sterin. 

Im allgemeinen wird man praktisch die alte Auffassung gelten 
lassen miissen, daB Milch fiir den Erwachsenen eine die Darmfiulnis 
hintanhaltende Kost ist, besonders wenn nebenbei noch Kohlenhydrate 
gereicht werden kénnen. Anders scheinen die Dinge aber zu liegen, 
falls eine Milchernahrung ohne jeden Zusatz iiber langere Zeit durch- 
gefiihrt wird, dann nahern sich anscheinend die .Verhiltnisse ganz 
denen beim Saugling und Kleinkind, in deren Milchstiihlen je nach 
Faulnisgrad entsprechende Mengen an bydriertem Sterin anzutreffen 
sind, wenn allerdings auch hier niemals ein solcher Koprosteringehalt 
gefunden wird wie nach gemischter fleischreicher Kost. 


Nun bediirfen diese Angaben iiber den wechselnden Koprosterin- 
gehalt der Fazes unter verschiedenen Ernahrungsbedingungen teilweise 
einer Richtigstellung. Innerhalb der Fehlergrenze der von mir in einer 
Modifikation angewandten Methode von Biirger und Winterseel, die 
bei Steringemischen mit hohen und sehr hohen Anteilen hydrierten 
Sterins eine wachsende Ungenauigkeit zeigt, ist es nicht méglich, kleine, 
wenige Prozent betragende Beimengungen reduzierten Sterins zu 
erkennen. Es hat den Anschein, als ob der Bruststuh! fast stets, der 
Stuhl bei anderen Milchsorten haufig ganz frei von Reduktionsprodukten 
sein kénnte. 


1 Tobler u. Bessau, Allgemeine Path. Physiologie der Ernahrung und 
des Stoffwechsels im Kindesalter. Wiesbaden 1914. 





234 G. Bischoff: 


Schénheimer' hat kiirzlich iiber Untersuchungen berichtet, aus denen 
hervorgeht, daB bei Anwendung einer geniigend empfindlichen Methode, 
die noch Bruchteile eines Prozentes an hydriertem Sterin zu bestimmen 
gestattet, sich Dihydrocholesterin in wechselnder Menge bis zu mehreren 
Prozenten in allen Organen des tierischen und menschlichen Ko6rpers findet. 
Da aber mit dem Cholesterin durch die Dickdarmschleimhaut standig gréBere 
Mengen Dihydrocholesterin ausgeschieden werden und eine Riickresorption 
von Dihydrocholesterin nicht in Frage kommt, glaubt Schénheimer an eine 
endogene Entstehung des Dihydrocholesterins im intermediaren Stoffwechsel. 

Diese Methode Schénheimers*, die sich darauf griindet, daB Chole- 
sterindibromid mit Digitonin nicht fallbar ist, anwesendes hydriertes 
Sterin durch Brom an der Fallung aber nicht gehindert wird, wurde 
nun auch auf die vorliegenden Versuche zur Nachpriifung angewandt. 
Es stellte sich dabei heraus, daB ein geringer Anteil hydrierten Sterins 
auch im Brustmilchstuhl zu finden ist, und zwar 1,5 °, (dieses einmal 
umkristallisiert) bis 3,8°,. In einem Milchséuremilchstuhl waren 
2,6°., enthalten. Von der sehr schwierigen Identifizierung dieses 
Anteiles muBte abgesehen werden, doch diirfte in Analogie zu den 
Untersuchungen Schénheimers anzunehmen sein, daB es sich bei diesen 
kleinen Beimengungen um Dihydrocholesterin (ausgeschiedenes oder 
aus der Milch stammend) und nicht um Koprosterin handelt. Dagegen 
ist anzunehmen, dab die Vermehrung der hydrierten Anteile in fauligen 
Milchstiihlen rein exogen durch bakterielle Vorginge in Form von 
Koprosterin geschieht. Eine Nachpriifung solcher Stiihle mit der 
letztgenannten Methode ergab im Prinzip die gleichen Resultate wie 
die Methode Biirgers, wenngleich auf die neue Art genauere Daten 
(gut tbereinstimmende Doppelanalysen) auf bequemere Art zu er- 
halten sind. 





Versuch: 
Reduzierter Anteil 
Nach Tagen Ernihrung des Kotsterins 
lo 
mee Sta 8 2/, Milch—Wasser 9,1 
ee 8 2/, Milech—Wasser + 2°% Plasmon 15,8 


Die Milchverdiinnungen enthielten keinen Kohlenhydratzusatz. Der 
Kot wurde zur Analyse am siebten und achten Versuchstag gesammelt. 
Es tritt in diesem Versuch besonders der faulnisférdernde Einflu8 einer 
EiweiBzulage von Plasmon in Erscheinung. 


Noch ein anderer Versuch wurde mit dieser Methode iiberpriift. 
Im Kote des Erwachsenen finden sich die Sterine bei gemischter und 


Le. 

2 Fiir die freundliche Uberlassung der Methode sei Herrn Schénheimer 
hiermit bestens gedankt. (Ausfiihrliche Darstellung erfolgt demniachst in 
der Zeitschr. f. physiol. Chem.) 
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vor allem eiweiBreicher Kost nach alter Erfahrung fast ausschlieBlich 
in Form von Koprosterin, wihrend bei milchreicher Ernahrung iiber- 
wiegend Cholesterin festgestellt werden kann. Bei einer bestimmten 
Mischung der Nahrung muB sich ein Gleichgewicht zwischen Gahrungs- 
und Faulnisprozessen erzielen lassen, dem auch ein Verhaltnis zwischen 
Cholesterin und Koprosterin entsprechen muB. 

Versuch: Ein Erwachsener nimmt drei Tage ausschlieBlich Butter, 
Fleisch, Kase, Eier, Zucker und Milch zu sich. Der Stuhl, nach der Ernihrung 
als phytosterinfrei anzusehen, wird durch Tierkohle abgegrenzt und jedesmal 
sofort in 96% igen Alkohol] eingetragen, um ein Weiterfaulen zu verhindern. 

In diesem Stuhle fand sich bei der Analyse ein Anteil von 62,6”, 
reduziertem Sterin. Cholesterin und Koprosterin lassen sich durch 
fraktioniertes Ausfallen und nach zweimaliger Umkristallisation durch 
Kristallform und Schmelzpunkt identifizieren (Sp. 145 baw. 94° unkorr.). 
Der als gering anzunehmende Anteil von Dihydrocholesterin wird 
nicht bestimmt. 

Die fiir die Sterinforschung auBerordentlich iibersichtlichen Ver- 
haltnisse im Darm des mit Frauenmilch ernahrten Sauglings, unter 
denen neben Cholesterin mit der geringen Dihydrocholesterinbeimengung 
weder Koprosterin noch Phytosterin vorkommen, gaben schlieBlich 
noch AnlaB zu einem Bilanzversuch. Es sollte das Verhalten von oral 
zugefiihrtem Koprosterin gepriift werden, wobei besonders eine etwaige 
Resorption interessierte. 

Versuch: Ein Saéugling von 3,1 kg, gesund, wird acht Tage lang mit der 
gleichen Frauenmilchmenge ernihrt. Kein Erbrechen, keine St6érung des 
Allgemeinbefindens wihrend der Versuchsdauer. Der Stuhl der ersten fiinf 
Tage, mit Kohle abgegrenzt, wird quantitativ gesammelt und aufgearbeitet. 
Gesamtsterin 136 mg oder 27 mg Sterin pro Tag. — Am sechsten Tag werden 
100 mg Koprosterin (Sp. 97°), das nur zu 60°, digitoninfallbar ist, in 3 ccm 
Triolein gelést und verabreicht. Der Stuhl vom sechsten, siebten und achten 
Tag wird ebentalls gesammelt und aufgearbeitet. Gesamtsterin 135 mg oder 
45 mg Sterin pro Tag. Das entspricht einer Mehrausscheidung von insgesamt 
54 mg Sterin, das ist fast quantitativ das gesamte fillbare, eingefiihrte 
Koprosterin. Leider muBte aus auBeren Griinden die Differenzierung des 
Gemisches unterbleiben. 

Der Versuch spricht dafiir, daB das Koprosterin von der mensch- 
lichen Darmwand nicht aufgenommen wird, also ein ahnliches Ver- 
halten zeigt wie das Dihydrocholesterin, das nach Beumer von weiben 
Mausen nicht gespeichert, nach Schénheimers Versuchen auch nicht 
resorbiert wird. 


Auf einen Vorgang muB bei allen diesen Versuchen, sobald es sich 
um das Vorkommen von Koprosterin handelt, immer wieder hin- 
gewiesen werden, das ist die leichte Entstehung von Pseudokoprosterin 
aus Koprosterin unter der Einwirkung heifer Alkoholatlésungen 








236 G. Bischoff: FaulnisprozeB und Sterinreduktion. 


(Windaus und Uibrig)!. Die kalte Verseifung ist unbedingt erforderlich. 
Bei der Unfallbarkeit des Pseudokoprosterins durch Digitonin ent- 
ziehen sich sonst leicht groBe Mengen Koprosterins bis fast die 
Halfte — der Bestimmung. In Versuchen, in denen dies nicht beachtet 
wird, ist der Koprosteringehalt wesentlich hoher einzuschatzen. 


Zusammenfassung, 

Auch bei reiner Milchkost kénnen erhebliche Mengen reduzierten 
Sterins in den Fizes gefunden werden, deren Gré8e der klinisch zu 
beobachtenden Darmfaulnis parallel geht. 

Geringe Mengen werden stets auch in Bruststtihlen und anderen 
nicht fauligen Stiihlen gefunden, doch scheint es sich hierbei nicht 
um Koprosterin, sondern um Dihydrocholesterin zu handeln. 

Die alte Auffassung von der fiulnishemmenden Wirkung der 
Milch trifft nur auf den Erwachsenen und auch da nur mit einer ge- 
wissen Einschrankung zu. 

Im Séuglings- und Kleinkinderstuhl werden allerdings auch in 
Faulnisstiihlen nach reiner Milchkost nie so hohe Koprosterinwerte 
erreicht wie bei gemischter, vor allem fleischreicher Kost. 

Koprosterin wird vom Menschen anscheinend nicht resorbiert. 


1 Chem. Ber. 48, 860, 1915. 

















Biochemische Untersuchung des endemischen Kropfes in 
Ungarn, auf Grund der Jodmangeltheorie. 


Vi m 


J. Bodnar und Johann Straub. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitét in Debrecen.) 


(Eingegangen am 17. August 1930.) 


Laut der Jodmangeltheorie findet das Auftreten des endemischen 
Kropfes in mangelhafter Jodversorgung des Organismus seine Er- 
klarung. Eine auBerst kleine Jodmenge ist es, die fiir den Organismus 
unbedingt notwendig ist, um den Ausbruch des Kropfes zu verhindern. 
Den taglichen Jodbedarf des Organismus kann man zu 40 bis 50» Jod 
schatzen. Um beurteilen zu kénnen, daB irgendwo die Gefahr des Jod- 
mangels vorhanden ist, muB man iiber den Jodgehalt der genossenen 
Trinkwasser und Nahrungsmittel genau orientiert sein. Um die 
Richtigkeit der Jodmangeltheorie zu_ priifen, legten die Forscher 
das Hauptgewicht hauptsachlich auf die Untersuchung des Jod- 
gehalts der Trinkwiasser [man kann aus dem Jodgehalt derselben 
(Oberflachenwasser) auf den Jodgehalt der Nahrbéden, also auch 
auf den der Nahrungsmittel schlieBen]. Der Jodgehalt des Trink- 
wassers kann ein Zeichen davon sein, wie die Bevélkerung mit Jod 
versorgt ist. 

In der Richtung, ob man zwischen der Verbreitung des endemischen 
Kropfes und dem Jodgehalt der Trinkwasser in Ungarn irgendeinen 
Zusammenhang feststellen kann, hat der eine von uns! eingehende 
Untersuchungen durchgefiihrt. Uber die Verbreitung des Kropfes unter 
den schulpflichtigen Kindern in Ungarn gibt die aus dem Jahre 1924 
stammende Statistik von Georg Gortvay? Auskunft. Aus dieser Statistik 


1 J. Straub, Zeitschr. f. Hyg. 111, 472, 1930. 
2 G. Gortvay, Népegészségiigy 6, 889, 1925. 








238 J. Bodnar u. J. Straub: 


ist ersichtlich, daB die groBe ungarische Tiefebene — die gréBere 
Halfte Ungarns — kropffrei ist; in dem Landesteil jenseits der 
Donau (Transdanubien) und in Oberungarn tritt der Kropf in 
einzelnen Orten lokalisiert auf, darunter gibt es Orte, wo ein be- 
deutender Prozentsatz (11,5 bis 59,3°,,) der Schulkinder kropfkrank 
befunden wurde. In der Hauptstadt Ungarns, Budapest, leidet 
8,8°,, in der Umgebung der Hauptstadt 6 bis 12,3.°, der schul- 
pflichtigen Kinder an Kropf. 


Eine bedeutende Rolle spielen in der Wasserversorgung der kropf- 
freien groben ungarischen Tiefebene die artesischen Brunnen und die 
Tiefbohrbrunnen, deren Wasser in den itiberwiegend meisten Fallen 
betrichtliche Mengen Jod enthalten (im Mittelwert 76,8 y Jod pro Liter). 
Dagegen sind die aus den kropfigen Orten des Landes stammenden 
Wasser ausnahmslos sehr arm an Jod (0 bis 2,1 y Jod pro Liter). In 
den kropfigen Landesteilen (Transdanubien, Oberungarn) gibt es solche 
kropffreien Orte (Gyér, Papa, Veszprém, Szombathely, Pécs, Eger usw.), 
wo die Trinkwasser auch sehr jodarm oder vollig jodfrei sind. Diese 
Fille — in denen also die Bevélkerung trotz jodfreien Trinkwassers 
nicht an Kropf leidet — zeugen noch nicht gegen die Jodmangeltheorie 
des Kropfes, denn man kann annehmen, daB in solchen Fallen die 
Bevolkerung durch die Nahrungsmittel zur nétigen Jodmenge ge- 
langt. Untersuchungen in dieser Richtung sind in unserem Institut 
im Gange. 


Im Herbst 1928 wurden wir von Herrn Martin von Goérgey, amt- 
licher Oberarzt des Komitats Hajdu, benachrichtigt, daB auf der bis jetzt 
noch kropffrei befundenen Tiefebene im Komitat Hajdu in Bodaheg ykézség 
(Weinberggemeinde Boda) — 10 km weit von Debrecen — der Kropf 
endemisch aufgetreten sei, und zwar hauptsachlich unter den Schul- 
kindern. 


Bodahegykézség ist ein Weingarten auf treibsandigem, sanftem Gebiet, 
umgeben von Akazien-, Birken- und Eichenwildern, mit einer Ausbreitung 
von etwa 286 Joch; die Bevélkerung besteht aus 89 Familien mit 349 Per- 
sonen, die in schwerer Armut leben. Herr von Gérgey beobachtete bei 
74 der 90 Schulkinder eine bedeutende Schilddriisenvergr6Berung, fand also 
82°, der Schulkinder kropfig. Unter den gesunden Kindern gibt es mehrere, 
die von kropffreien Gegenden, erst jiingst nach Bodahegykézség_ iiber- 
siedelten. AuBerdem wurden noch 28 Erwachsene (9 Manner, 19 Frauen) 
kropfig gefunden. So leiden also insgesamt 102 Personen an Kropf, 
86 von diesen wohnen stindig zu Bodahegykézség (16 Schulkinder 
wohnen, in den nachbarlichen Wialdern oder Herbergen). Zum Schlu8 
wurden also die Einwohner in 24,6%, kropfig gefunden. Nach An- 
gaben des Herrn von Gérgey hat sich der Kropf in Bodahegykézség 
seit etwa einem Jahr verbreitet, trat aber zerstreut auch vorher in 
einzelnen Fallen auf. 
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Dieses isolierte Auftreten des Kropfes auf der kropffreien 
ungarischen Tiefebene hat unser Interesse besonders erweckt, 
und unser erster Schritt beim Forschen nach der Ursache dieser 
Kropfendemie war die Priifung der Brunnenwasser auf Jod. 
Diese Untersuchungen haben wir im Oktober und November 1928 
durchgefiihrt. 

Der Wasserbedarf in Bodahegykézség wird durch 19 offene, 8 bis 
10 m tiefe Obertlachenbrunnen, befriedigt ; wir haben im Wasser von sieben 
derselben und dazu noch im Wasser von vier nachbarlich gelegenen Brunnen 
das Jod bestimmt. Die Ergebnisse der Jodbestimmung stellten wir in der 
Tabelle I zusammen. 


Tabelle I. 





Jodgehalt in 








Nr. Untersuchte Wasserproben 1 Liter Wasser 
7 
1 1,0 
2 0,4 
3 0,4 
Trinkwasser aus + 
4 Bodahegykézség 0,8 
5 0,3 
6 0,6 
7 0,0 * 
8 0,0 * 
9 | ie | 0.4 
rrinkwasser aus ’ 
10 | Nachbarorten | 0,3 
11 0.9 


* In 5 Liter Wasser konnte kein Jod nachgewiesen werden. 


Nach den Angaben der TabelleI sind die aus Bodahegykézség 
und seiner Umgebung stammenden Brunnenwasser sehr arm an Jod 
oder enthalten iiberhaupt kein Jod. Es ist also durchaus die Méglich- 
keit gegeben, daB die Kropfendemie in Bodahegykézség auf Jodmangel 
bzw. auf die ungeniigende Versorgtheit der Bevélkerung mit Jod 
zurickzufiihren ist. 


Als wir im Herbst 1928 Bodahegykézség durchreisten, fiel es uns auf, 
daB sich zwischen den zu Hause gefundenen erwachsenen Minnern kaum 
kropfige befanden, was man so erkliren kann, daB die Manner sehr oft auf die 
von Bodahegykézség ferner liegenden Orte zur Arbeit gehen, wo die Trink- 
wisser geniigend Jod enthalten, und so ist es ihnen méglich, mit dem 
Trinkwasser Jod in den Organismus zu fiihren. Dagegen verlassen die 
Frauen — unter denen schon mehrere kropfig sind — nur selten ihren 
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Wohnort, auch dann nur auf kurze Zeit, die Kinder aber die im hohen 
MaBe kropfig sind bleiben dauernd zu Hause. Jene kropfigen Schul- 


kinder, die nicht in Bodahegykézség wohnen, sondern aus der Umgebung 
taglich nach Bodahegykézség in die Schule gehen, gelangen ebenfalls nicht 
zu geniigend Jod, da auch die Trinkwasser ihrer Wohnorte sehr jodarm sind 
(Trinkwasser Nr. 8, 9, LO, LL). 

Ist der Jodmangel in der Tat die Ursache des Kropfes, so sollen 
in den kropfigen Gegenden auch die Nahrungsmittel einen geringeren 
Jodgehalt aufweisen, wodurch die Bevélkerung also nicht einmal durch 
die Nahrungsmittel zur notwendigen Menge Jod gelangen kann. Fir die 
sichere Feststellung, ob die schulpflichtigen Kinder in Bodahegykézség 
wirklich an Jodmangel leiden, ist es erwiinscht, auch den Jodgehalt der 
von ihnen genossenen einzelnen Nahrungsmittel zu kennen, um daraus 
ermitteln zu kénnen, wieviel Jod sie dadurch aufnehmen. Beziiglich des 
Jodgehalts der wichtigsten von den Einwohnern von Bodahegykézség 
benutzten Nahrungsmittel teilen wir die Ergebnisse unserer Unter- 
suchungen in der Tabelle 1] mit; im Zusammenhang mit diesen 
Untersuchungen haben wir auch in den aus dem_ kropffreien 
Naddudvar (Komitat Hajdu) stammenden Nahrungsmitteln das Jod 








bestimmt. 
Tabelle II. 
Jodgehalt in kg Nahrungsmittel 
Untersuchte — ——__—_—_————_ a 
Nahrungsmittel in Bodahegykizség in Nadudvar 
; ‘ 
Kuhmilech . ..... 15 25 
ee oe ee SS ex 25 44 
Kartofiel ...... 5 15 
Bohnen ; ey 8 - 
Fett, Speck ..... 30 100 


Aus der Tabelle II geht hervor, daB der Jodgehalt in den aus dem 
kropffreien Nddudvar stammenden Nahrungsmitteln viel héher ist 
als der in den Nahrungsmitteln aus Bodahegykézség. In Nadudvar 
gibt es ja auch im Trinkwasser allein so viel Jod (im Mittel- 
wert 30 y pro Liter), daB es den Jodbedarf des Organismus 
befriedigen kann. Auf Grund der Erfahrungen an Ort und 
Stelle fassen wir in der Tabelle II] den Nahrungsmittelverbrauch 
eines ,,besser ernahrten“ Schulkindes in Bodahegykézség zusammen, 
mit der Aufzeichnung der mit den Nahrungsmitteln eingefiihrten 


Jodmengen. 
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Tabelle ITT. 





Durch die Nahrungs- 


Tiiglicher mittel eingefiihrte 
Nahrungsmittelverbrauch Jodmenge 

Ca ee ae ae 7.5 
Gey een SS a ke Se 2,5 
Pn ee ae 0.8 
ye eee eee 1,5 
Oe Bee Mw ns es ose se 3.0 

1 Liter Wasser und 5 g Kochsalz. . 05 
Zusammen: 15,8 


Der tagliche Jodbedarf eines Kindes betragt ungefihr 40» Jod. 
Aus Tabelle II] ist ersichtlich, daB ein schulpflichtiges Kind in 
Bodahegykézség viel weniger, und zwar nur 15,8 Jod mit 
dem Trinkwasser und den Nahrungsmitteln aufnimmt. Diese 15,8 y 
Jod beziehen sich auf ein besser ernahrtes Kind; die durch- 
schnittliche tagliche Jodaufnahme der Kinder kann noch weniger 
geschatzt werden. 


AuBer der Kenntnis des Jodgehalts der Nahrungsmittel und des 
Trinkwassers kann es nach Untersuchungen von Fellenberg! auch durch 
die Bestimmung der durch den taglichen Harn ausgeschiedenen Jod- 
menge festgestellt werden, ob der Organismus an Jodmangel leidet. 
v. Fellenberg wies namlich nach, daB der Organismus im Falle des Jod- 
gleichgewichts so viel Jod ausscheidet, als er resorbiert. Auf diese 
Weise gibt also die ausgeschiedene Jodmenge an, wieviel Jod mit dem 
Trinkwasser und mit den Nahrungsmitteln in den Organismus ein- 
gefihrt wird. Die in den Organismus eingefiihrten physiologischen 
Jodmengen werden im Harn, Kot und Schweif entleert: der gréBte 
Teil des Jods wird durch die Nieren ausgeschieden, also mit der Be- 
stimmung des Jods im Harn gelangen wir zu gut brauchbaren relativen 
Daten iiber die Jodaufnahme des Organismus, und somit kénnen wir 
feststellen, ob der;Organismus an Jodmangel leidet. v. Fellenberg fand, 
daB die kropfkranken Einwohner der kropfigen Ortschaften (Kaisten, 
Hunzenschwil) — gegeniiber den Einwohnern der gar nicht oder kaum 
kropfigen Gegenden (Effingen, Forte dei Marmi, Vik i Sogn) —- viel 
weniger Jod (17 bis 19y bzw. 64 bis 173 y) mit dem Harn aus- 


1 Th. v. Fellenberg, diese Zeitschr. 142, 249, 1923; 152, 141, 1924; 
174, 341, 1926; 184, 85, 1927. 
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scheiden, es ist also klar, daB bei den kropfigen Personen Jodmangel 
obwaltet. 

Ahnliche Untersuchungen hat Lunde! in Norwegen durchgefiihrt und 
gefunden, da8 gesunde Miinner in kropfigen Orten (30 bis 50°,, der Schul- 
kinder waren kropftig) mit dem tiaglichen Harn im Durchschnitt 50 y 
Jod ausscheiden, es ist also offenbar, daB sie nicht an Jodmangel leiden; 
interessant und wichtig ware auch hier zu wissen, wieviel Jod der tagliche 
Harn der kroptigen Kinder enthalt; solche Untersuchungen hat aber Lunde 
nicht vorgenommen. 

Auf Grund dessen schien es besonders interessant, sich dariiber 
zu orientieren, wieviel Jod mit dem taglichen Harn die kropfigen und 
kropffreien schulpflichtigen Kinder und die gesunden Erwachsenen 
in Bodahegykézség ausscheiden. Fir diesen Zweck untersuchten wir 
den taglichen Harn acht kropfiger (darunter zwei Kretin), drei gesunder 
Kinder und drei gesunder erwachsener Manner. Die gewonnenen Re- 
sultate faBten wir in Tabelle [V zusammen. 


Aus den Daten der Tabelle IV geht hervor, daB zwischen dem Jod- 
gehalt des taglichen Harns kropfiger und gesunder Schulkinder sehr 
grobe Unterschiede vorhanden sind. Der tagliche Harn gesunder 
Kinder gegentiber dem der kropfigen -—— enthalt im Mittelwert 
viermal mehr Jod. Gleichfalls die vierfache Jodmenge fanden wir 
auch im taglichen Harn der gesunden erwachsenen Manner. Durch 
diese Ergebnisse wird bewiesen, daB beim Studium des Kropfproblems 


Tabelle IV. 





Menge des Jodgehalt des Jodgehalt des 


Alter tiglichen Harns tiglichen Harns ee oy _ ag al 
cem Y } 
13 800 9,6 kropfig (kretin) 
s 600 7,2 : 
12 800 y Be 
14 900 2,7 a 
7 550 27 8,0 = (kretin) 
11 800 16,0 #8 
7 600 8.4 * 
8 700 10.0 J 
y 800 35,0 gesund 
9 900 27,0 31,0 . 
9 son 32.0 ss 
32 1500 45,0 ‘ 
50 1500 30,0 35.0 a 
44 1500 30,0 “ 


1 ©. Lunde. diese Zeitschr. 198, 94, 1928. 
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beziiglich der Jodversorgung des Organismus durch die Bestimmung 
des Jodgehalts im taglichen Harn auBerst wertvolle Daten zu er- 
halten sind. 


Wahrend v. Fellenberg im Jodgehalt des Harns zwischen kropfigen 
Personen der kropfigen Gegenden und gesunden Personen kropffreier 
Orte gréBere Unterschiede fand, beziehen sich unsere Untersuchungen 
welche ahnliche Ergebnisse zeigen — auf gesunde und kropfige Personen 
eines und desselben stark kropfigen Ortes. 


Durch unsere Untersuchungen wurde also unzweifelhaft be- 
wiesen, dal} die schulpflichtigen Kinder des stark kropfigen Boda- 
hegykézség an Jodmangel leiden, was fiir die Richtigkeit der Jod- 
mangeltheorie des Kropfes zeugt, um so mehr, als nach dem 
GenieBen jodreicherer Nahrungsmittel, sowie nach Verabreichung 
von Jodpraparaten nach den Beobachtungen der Universitdtsklinik 
fiir Chirrgie in Debrecen, der Kropf der Kinder einen starken 
Riickgang zeigte. 


Liek' teilte jiingst mit, daB der Kropf auch in Danzig nicht unbekannt 
ist (in den Schulen sind 15 bis 36°, der Kinder kroptkrank), trotz dem ge- 
niigenden Jodgehalt der Trinkwasser und Nahrungsmittel; so kann der 
endemische Kropf in Danzig nicht durch Jodmangel erklirt werden. 
Der Umstand, da8 der Kropf auch dort auftritt, wo es Jod zur Geniige gibt, 
zeugt noch nicht gegen die Jodmangeltheorie, denn man kann annehmen, 
dai beim Entstehen des Kropfes neben dem Jod auch ein bisher noch 
unbekannter Faktor mitwirkt, und ist dieser Faktor nicht vorhanden, 
so kann sich der Kropf auch trotz geniigendem Jod entwickeln. Gegen dic 
Jodmangeltheorie kénnte nur der Fall entscheidend zeugen, wo es trotz Mangel an 
Jod keinen Kropf gabe. Zum Studium solcher Fille bieten sich jene erwihnten 
ungarischen kropffreien Gegenden an, wo die Trinkwiisser nur minimale 
Mengen Jod enthalten oder véllig jodfrei sind. Kénnte man nimlich mit der 
Untersuchung der aus solchen Orten stammenden Harne aut Jod zeigen, 
daB die Bevélkerung an Jodmangel leidet, so waren diese- Daten ent- 
scheidende Beweise gegen die Jodmangeltheorie des Kropfes.  Unter- 
suchungen auch in dieser Richtung (Jodbestimmung im Harne) sind in 
unserem Institute im Gange. 


Die Jodbestimmungen in Wasser, Nahrungsmitteln und im Harne 
wurden auf die von v. Fellenberg? vorgesghriebene Weise durchgefiihrt. 


Zusammenfassung, 


‘Die in Verkniipfung mit der starken Kropfendemie (die schul- 
pflichtigen Kinder wurden 82°, die gesamte Bevélkerung 24,6°,, 


1 BE. Liek, Miinch. med. Wochenschr. 74, 1786, 1927. 
2 Th. v. Fellenberg, Das Vorkommen, der Kreislauf und der Stoffwechsel 
des Jods. Miinchen 1926. 
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kropfkrank befunden) in Bodahegykézség (Ungarn) durchgefiihrten 
Jodbestimmungen fiihrten zu folgenden Ergebnissen: 

1. Der Jodgehalt des Trinkwassers ist 0 bis 1 y Jod pro Liter, 

2. Die durch die Nahrungsmittel eingefiihrte Jodmenge bei einem 
Kinde betragt taglich 15,8 y. 

3. Der tagliche Harn von kropfigen Kindern enthalt im Durch- 
schnitt 8», der von den gesunden Kindern und Erwachsenen 31 bzw, 
35y Jod. 

Alle diese Befunde sowie der Umstand, da®B auf Dosierung von 
Jodpraparaten der Kropf der Kinder stark zuriickging, beweisen — 
wenigstens im gegebenen Falle — unzweifelhaft die Richtigkeit der 
Jodmangeltheorie des Kropfes. 





